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略語 
 
C. crescentus : Caulobacter crescentus 
CTD : C-terminal domain 
E-10：extended -10 
E. coli : Escherichia coli 
ECF : extracytoplasmic function 
Eσ : RNAP holoenzyme 
GFP : green fluorescent protein 
HSF : heat shock factor 
hsp : heat shock protein 
HSR : heat shock response 
LPS : lipopolysaccharide 
OD : optical density 
OMP : outer membrane protein 
ORF : open reading frame 
PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 
PWM : position weight matrix 
5’RACE : 5’ rapid amplification of cDNA ends 
RFU : relative fluorescence unit 
RNAP : RNA polymerase 
S. coelicolor : Streptomyces coelicolor 
SOM : self-organized maps 
SR : SRP receptor 
sRNA : small RNA 
SRP : signal recognition particle 
TU : transcription unit 
  
[3] 
 
序章 
バクテリアにおける RNA ポリメラーゼとσ因子について 
バクテリアの RNA ポリメラーゼ（RNAP）は、α2ββ’ωの 4 サブユニット 5 量体からなる本
体（コア酵素）及びσサブユニット（σ因子）から構成され、コア酵素にσが結合することで活性
型のホロ酵素となる。αサブユニットは転写の初期の段階でプロモーター上流の UP エレメ
ントの認識を行う（Ross et al. 1993; Esterm et al. 1998）。β及びβ’ サブユニットはいずれ
も DNA に結合し転写の進行に機能するサブユニットである。β’ サブユニットは転写初期の
段階でプロモーターの巻き戻し（melting）に関与し、プロモーターと RNAP ホロ酵素の開
放型複合体（open complex）を形成させる（Young et al. 2001; Young et al. 2004）。ωサブ
ユニットは最も小さなサブユニットであり、主にβ’ への作用などを通じて RNAP の構造維
持に寄与する補助的な因子である（Mathew and Chatterji 2006）。σサブユニットは転写の
開始に必要な重要な因子であり、プロモーターの認識（recognition）と DNA の melting
の機能を担っている（Gross et al. 1998）。プロモーター上にはσによって認識されσによる
結合を受ける-10、extended-10（E-10）、-35 と呼ばれる保存された特徴的な配列（コアプ
ロモーターモチーフ）が存在する。転写の開始に際しては、σが RNAP コア酵素と結合す
ることでホロ酵素を形成し、これによってσの DNA 結合ドメインが表面に露出し機能する
ようになる（Dombroski et al. 1993）。そしてσによるプロモーターの認識とプロモーター
への結合（RNAP の誘導）が行われ、転写が開始されるのである。プロモーターによって
は複数のσによって認識されるものも存在するが、通常はプロモーター（に制御される遺伝
子）とσがセットになっており、転写する遺伝子に応じてσを使い分ける。多くのバクテリ
アは housekeeping σと呼ばれる生育に必須な遺伝子を発現するためのσの他に、環境変化
やストレスへの応答、そして形態変化などの限られた状況で必要な特別なセットの遺伝子
（レギュロン）を発現するための alternative σと呼ばれるσを複数保持している。それぞれ
のσにはそれぞれのσが認識する特徴的なプロモーター配列（コンセンサス配列）があり、
これを用いることで一群のレギュロンを支配する。図1に RNAP とσ、プロモーターの模式
図を示した。 
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図 1  RNAP とσ、プロモーターの模式 
σ70 を擁した RNAP ホロ酵素とプロモータ （ーσ70 のコンセンサス配列）を示した。E-10 は extended-10、
αCTD はαサブユニットの C 末端ドメイン、αNTD はαサブユニットの N 末端ドメインを表す。 
 
 
 
σは大きく 2 つのグループに分類される。一つはσ70 を代表とするσ70 ファミリーであり
（Lonetto et al. 1992; Gruber and Gross 2003; Paget and Helmann 2003）、もう一つはσN
を代表とするσN（σ54）ファミリーである（Bush and Dixon 2012）（図 2）。alternative σ
の多くは、配列と構造の点から housekeeping σであるσ70と類縁であり、σ70ファミリーに
属する。このファミリーは系統学的に 4 つのサブグループに分類される（図 2）。まず Group 
1 はσ70及びそのオルソログを含むグループである。生育に必須な“housekeeping”遺伝子の
転写を司り、対数増殖期の RNAP ホロ酵素（Eσ）のほとんどはこのグループのσを擁して
いる。“housekeeping”の呼び名に相応しく、制御する遺伝子（レギュロン）の数も通常 1000
を超える大所帯である。一方で特殊な任務を担当する alternative σのレギュロンは通常数
10～100 程度にとどまる。アクチベーターやリプレッサーといった転写調節因子の利用に
関しても housekeeping σと alternative σで大きく異なる。alternative σによる転写ではア
クチベーターやリプレッサーといった転写調節因子がほとんど利用されないのに対し、
housekeeping σによる転写ではこれらが多用される（Browning and Busby 2004）。Group 
2 は Group 1 と構造上非常によく似ているが、生育に必須ではない。最もよく研究されて
いるのは E. coli のストレス因子であるσS である。Group 3 は Group 1 からは構造上更にか
け離れる。熱ショック応答（E. coli のσ32など）や鞭毛合成（E. coli のσ28など）、胞子形
成などに関与するものがよく知られている。Group 4 は Group 1 からは最も遠い存在にな
る。最小限のドメインのみをもつ最も小さなσである。E. coli のペリプラズムのストレス応
答に関与するσE などがよく知られる。また、多くのバクテリアはσ70ファミリーとは異なる
ファミリーであるσN（σ54）ファミリーのσを保有する（Bush and Dixon 2012）。両ファミ
リーは、構造においても、そしてσとしてのプロモーターの認識や open complex 形成の様
式においても、大きく異なる。まず両ファミリーの間には配列上の相同性が全くない。そ
して認識するプロモーターの配列やコアエレメントの位置に関しても、σN ファミリーのσ
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はσ70ファミリーのσとは大きく異なる（Barrios et al. 1999）。また open complex 形成の様
式にも大きな違いがあり、σ70 ファミリーのσがこのプロセスを自力で行うのに対し、σN フ
ァミリーのσはエンハンサーと ATP を必要とする（Buck et al. 2000; Studholme and Buck 
2000）。E. coli では窒素源に関連する遺伝子を制御するσN（σ54）が知られている（Hunt and 
Magasanik 1985; Reitzer et al. 1987）。 
 
 
 
 
 
Gruber and Gross Annu Rev Microbiol. 2003;57:441-66 を改変 
 
図 2  σの分類 
σファミリーの分類（σ70 ファミリーとσN（σ54）ファミリー）。σ70 ファミリーσのドメイン構造（σ1-σ4）と
ドメイン構造によるグループ分け（GroupI-IV）。E. coli の 7 つのσの分類（σ70、σS、σ32、σ28、σE、FecI、
σN）。ドメインσ1、σ2、σ3、σ4、NCR は図 3 に基づく。 
 
 
 
σ70ファミリーのσは最大で 4 つのドメイン（σ1-σ4）からなるモジュール構造をとってお
り、各ドメインは機能により更に細分化された Region を形成し、各 Region が DNA の認
識、RNAP と DNA への結合、DNA の melting といったσの機能を担っている（図 3; Gross 
et al. 1998）。DNA 結合決定因子は 3 箇所あり、σ2の Region2.4 が-10 の（Campbell et al. 
2002）、σ4の Region4.2 が-35 の（Gardella et al. 1989; Siegele et al. 1989）、σ3の Region3.0
が E-10（Barne et al. 1997; Koo et al. 2009a,b）の認識をそれぞれ行う。Group 1-3 のσは
全ての DNA 結合決定因子を保持するが、Group 4 σは Region3.0 を持たない。σ1の Region 
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1.1 は Group 1 σにのみ存在し、ホロ酵素を形成していないフリーなσ70の DNA 結合決定因
子をマスクすることで自己制御を行う領域である（Dombroski et al. 1992, 1993; 
Hook-Barnard and Hinton 2009）。σ2 の Region2.3 はプロモーターの 2 本鎖 DNA の
melting の機能を担っている。また、Region2.2 はβ’との相互作用において重要な役割を果
たしていることが示唆されている。Group1 と Group 2 σは 4 つのドメインσ1-σ4を全てを
持ち、Group 3 σはσ2-σ4 を持ち、Group 4 σは最も小さなσでありσ2とσ4のみを持つ。 
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図 3  σの保存された Region 構造とσ70をベースとしたその機能の割り当て 
4 つの保存された Region（Region1-Region4）と更にその Subregion、NCR（non conserved region）が
示されている。下段には-35、-10、extended-10 から成る典型的な保存されたプロモーターの構造が示さ
れている。矢印はσ の各 Subregion が作用するプロモーター領域を示している。上段には、結晶化された
σのドメイン（σ2、σ3、σ4）を示している。 
 
 
 
E. coliは合計 7つのσ因子を持つ。6つのσ70ファミリーに属するσ70（RpoD）、σS（RpoS）、
σ32（RpoH）、σ28（FliA）、σE（RpoE）、FecI、そしてσN ファミリーに属するσN（RpoN）
の合計 7 つである（図 2, 図 4）。Group 1 のσはσ70である。先述の通り、housekeeping σ
であり、1000 を超える生育に必要な遺伝子を支配する必須のσ因子である。Group 2 のσは
σS である。構造上非常にσ70 に近いσであり、一般的なストレス応答ならびに定常期での遺
伝子発現に関与する。認識するプロモーターの配列もσ70 と非常に似ており（Gaal et al. 
2001）、全遺伝子の～10%を直接もしくは間接的に支配しているとも言われている（Weber 
et al. 2005）。酸化ストレス、UV ストレス、浸透圧ストレス、酸性ストレス、エタノール
ストレス等、広範なストレスに対応する（Hengge-Aronis 2002）。Group 3 のσはσ32とσ28
の 2 因子である。σ32は、熱ショックやその他ストレスによる細胞質の異常タンパク質の蓄
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積によって誘導される。傘下には、異常タンパク質の修復除去などに関わるシャペロンや
プロテアーゼなどを擁する（Nonaka et al. 2006）。σ28は運動性を付与する鞭毛の構築に関
わる遺伝子群を傘下に置き、その遺伝子の数は～25個程度である（Zhao et al. 2007）。Group 
4 のσはσE と FecI の 2 因子である。σE は、熱ショックやエタノールショック、その他によ
るペリプラズムの異常タンパク質の蓄積によって活性化され、主にペリプラズムのタンパ
ク質（ポーリン等）や LPS の恒常性維持に関わる遺伝子を支配下に置く。また、同じく熱
ショックに関連するσ32をも支配下に置く。E. coli において約 50 のσE プロモーターが存在
することがわかっている（Rhodius et al. 2006）。FecI は、iron citrate を細胞内に輸送す
る輸送担体である fecABCDE を支配する。鉄の枯渇と環境中の iron citrate の存在の 2 つ
のシグナルによって活性化される（Visca et al. 2002）。 
E. coli は、こうした 7 つのσを使い分けるのと同時に、350 個存在するとも言われる転
写調節因子を動員することで（Perez-Rueda and Collado-Vides 2000）、複雑かつ精巧な転
写を行っている。E. coli における一連の転写制御の様式を図 4 に示した。 
 
 
 
 
 
図 4  E. coli における転写の制御 
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E. coli の熱ショック応答とσ32、σE 
細胞が熱ショックに晒されたとき、熱ショックタンパク質（Heat-shock proteins; hsps）
と呼ばれる一群のタンパク質が素早くそして選択的に誘導される。この熱ショック応答と
呼ばれる現象（Heat-shock response; HSR）は Ritossa（1963）によりはじめて発見され
た。彼らは熱ショック下での Drosophila 唾液腺染色体の puffing パターンが一瞬にして変
化することを見出したのである。そして、Tissieres et al.（1974）は分子レベルでの解析を
行い、この変化が少なくとも 7 つのタンパク質の誘導によることを突き止めた。そして、
誘導される hsp がいったいどのような機能を持ったタンパク質であるのか、また HSR が
Drosophila 特異的であるのかあるいは生物に広く保存された生理機能であるのか等、多く
の疑問が投げかけられた。その後、幾つかの生物における実験の結果から、hsp の多くはタ
ンパク質の折り畳み（folding）を補助するシャペロンであることが判明した（Pelham 1986; 
Beckmann et al. 1990; Gaitanaris et al. 1990; Skowyra et al. 1990）。これらの研究の結果
から、HSR の主要な機能が細胞内のタンパク質の適切な折り畳み状態の維持であることが
明らかとなっただけでなく、Hsp70 や Hsp90 のようにいくつかのシャペロンが全ての生物
に存在することも明らかとなった（Bardwell and Craig 1984, 1987）。このように、HSR
と幾つかの hsp はあらゆる生物で普遍的に保存されている、生物にとって重要な現象なの
である。E. coli における hsps の発見は 1978 年に遡る（Lemaux et al. 1978; Yamamori et 
al. 1978）。そして、一群の hsps の発現を制御する因子として、またはじめての alternative 
σとして、σ32が同定された（Grossman et al. 1984）。その後、第二の熱ショックσとして
σE の存在が明らかとなった（Erickson and Gross 1989）。こうして E. coli における HSR
が 2 つ alternative σであるσ32、σE によってとり行われることが明らかとなった。σ32は主
に細胞質の、σE は主にペリプラズムの異常タンパク質の蓄積によって活性化され、それぞ
れ支配下の遺伝子を誘導する。hsp の合成は高温へのシフトによって誘導され、低温へのシ
フトにより抑制される（Lemaux et al. 1978; Yamamori et al. 1978; Straus et al. 1987, 
1989; Taura et al. 1989）。この温度の変化に対する細胞の素早い応答を可能にしているの
がσ32とσE それぞれが持つ巧みな制御機構である（後述）。 
 
E. coli におけるσ32の制御機構とσ32レギュロン 
E. coli の細胞質の HSR を司るσ32（rpoH 遺伝子によってコード）は複雑かつ精巧な機
構よって制御されている（図 5）。まず、2 つの negative feed-back loop によってσ32の転写
開始因子としての活性（Straus et al. 1989; Blaszczak et al. 1999）及びσ32タンパク質の安
定性（Straus et al. 1987）が制御されている。σ32の活性はσ32自身の支配下にある 2 つの
シャペロンチーム、DnaKJ と GroESL によって調節される。定常状態の非ストレス下（異
常タンパク質が蓄積しないような温度）では、DnaKJ と GroESL はσ32 に結合しσ32 を不
活化しているが、熱ショック時に異常タンパク質が増加した際には異常タンパク質の処置
にこれらシャペロンチームが動員される。その結果、σ32 への結合が外れ、σ32 が活性化す
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るのである（Gamer et al. 1996; Tatsuta et al. 1998; Guisbert et al. 2004）。σ32タンパク
質の分解安定性はσ32自身の支配下にあるプロテアーゼである FtsH を介して調節される。
FtsH は細胞膜に局在し、定常状態の非ストレス下ではσ32 を分解するが、熱により異常タ
ンパク質が増加した場合には FtsH はこれらのタンパク質の分解に使われるためσ32の分解
が行われなくなる。こうして熱ショック時にはσ32は分解を免れるのである（Herman et al. 
1995; Tomoyasu et al. 1995; Tatsuta et al. 1998）。σ32 分子の多くは SRP（signal 
regognition particle）及び SR（SRP receptor）を介した内膜へのターゲッティングにより、
内膜に結合した状態で細胞内に存在する（Lim et al. 2013）。これにより内膜タンパク質で
ある FtsH による制御を可能にしている。こうして FtsH プロテアーゼがσ32の安定性を調
節し、DnaKJ と GroESL のシャペロンがσ32 の活性を調節するのである。また positive 
feed-forward loop によって合成が制御されている。rpoH mRNA は定常状態（定常温度）
では翻訳が阻害されるような 2 次構造をとっているが、高温に晒された際には 2 次構造が
緩み、翻訳が促進される（Yuzawa et al. 1993; Morita et al. 1999a, b; El-Samad et al. 
2005）。また、ペリプラズムの異常タンパク質によって誘導されるσE によってもσ32が転写
レベルで直接の支配を受ける（Rhodius et al. 2006）。ペリプラズムの異常タンパク質は高
温によって蓄積することから、熱ショックへの対処という点でσE はσ32と連携をとっている
のであろう。 
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図 5  σ32の制御メカニズム 
3 つのモードから成るσ32 の制御。(1)非ストレス下では過剰に存在する DnaKJ と GroESL シャペロンが直
接σ32 に結合し不活化する。(2) 非ストレス下の FtsH プロテアーゼによるσ32 の分解。熱ショックによる
misfolded protein の蓄積により、これらシャペロンやプロテアーゼがσ32 制御の任務から外れ、レギュロ
ンの転写が活性化される。(3)温度（高温）によるσ32 の翻訳効率の変化（の向上）。 
 
 
 
σ32 が支配する遺伝子としては、σ32 と HSR の発見から長い間は専ら熱によりダメージ
を受けた細胞質のタンパク質を修復分解するシャペロンやプロテアーゼが知られてきた。
そして、知られるプロモーターの数は～20 程度であった（Yura et al. 1999）。その後の
microarray 等を用いたグローバルな手法による研究は、その幅の拡大に大きく貢献してい
るが（Zhao et al. 2005; Wade et al. 2006）、検証の不十分さや擬陽性を拾いやすさなどの
問題点も指摘される。一方で、この後述べる本研究は、σ32が支配す遺伝子を網羅的に突き
止めた研究としては量・精度共に最も信頼性の高いものの一つと考えられる。本研究の貢
献により、現在ではσ32が支配するプロモーターが約 60 個、そして遺伝子が約 90 個知られ
ることとなった。その機能も細胞質のみならず細胞膜のタンパク質の恒常性維持やタンパ
ク質のみならず DNA や RNA、脂質などの恒常性維持にまで広がった。非常に強く保存さ
れたコンセンサス配列：STTGAAA-N11-12-GNCCCATWA も明らかとなった（Nonaka et al. 
2006）。詳しい研究成果を第一章で述べる。 
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E. coli におけるσE の制御機構とσE レギュロン 
ペリプラズムの恒常性維持の主要な役割を担うのはσE である。熱ショックはペリプラズ
ムに異常タンパク質を蓄積しσE を活性化させる要因の一つである。σE は rpoE 遺伝子によ
ってコードされており、σE の負の制御に働く rseA、rseB、rseC と同一のオペロンを構成
している。σ32と同様に、様々なレベルでの複雑な制御を受けることが知られている（図 6）。 
まずは、転写レベルでの制御について以下に述べる。rpoE を含むオペロン自体がσE の
直接の支配下にあり、mRNA のレベルの feed-forward loop が存在する。一方で、同一オペ
ロンにある rseA はσE の anti-σ RseA をコード、rseB は RseA を分解から守ることでσE を
負に制御するモジュレーターRseB をコードしている。ここに feed-back loop が存在する。
rseC は、未知のメカニズムでσE を正に制御するモジュレーターRseC をコードしている
（Missiakas et al. 1997）。またσE 活性化のシグナル（後述）でもある外膜タンパク質（OMP）
の合成を抑えるため、3 つの small RNA、MicA、RybB、MicL をσE 自身の支配下（レギュ
ロン）におさめている（Rhodius et al. 2006; Guo et al. 2014）。MicA、RybB は外膜のポ
ーリンをコードする複数の遺伝子（omp 遺伝子）からの転写産物を負に制御する sRNA で
ある（Papenfort et al. 2006; Gogol et al. 2011）。また、MicL は外膜リポタンパク質 Lpp
を負に制御する sRNA である（Guo et al. 2014）。 
σE は活性レベルでも複雑な制御を受ける。σE を活性化させる 3 つのシグナルが知られて
いる。まず第一のシグナルはポーリンをはじめとする OMP のアセンブルの状態である
（Mecsas et al. 1993; Ades et al. 1999）。ここで働く中心的役者はσEの anti-σである RseA
と OMP の状態のセンサーの働きをする DegS である。RseA は 1 回膜貫通型の膜タンパク
質であり、細胞質側に向いたドメインがσE と結合し、ストレスが存在しないときにはσE を
トラップし不活化している（De La Penas et al. 1997a; Missiakas et al. 1997; Campbell et 
al. 2003; Grigorova et al. 2004）。そしてペリプラズムへのストレスにより、DegS、RseP
という 2 つのプロテアーゼを含むカスケードが作動し、最終的には RseA を完全に分解する
ことでσE を活性化する（Ades et al. 1999; Alba et al. 2002; Alba et al. 2004）。ペリプラズ
ムに存在するプロテアーゼ DegS はセンサーの働きをする（Walsh et al. 2003）。ストレス
が存在しないときには DegS は自身の持つ PDZ ドメインによりプロテアーゼ活性の活性中
心がマスクされることで自身を不活化している（Sohn et al. 2007, Sohn and Sauer 2009）。
そしてストレス存在下には異常外膜タンパク質が蓄積し、これら異常タンパク質の C 末端
に存在する YXF と呼ばれるモチーフが DegS-PDZドメインに結合することで DegSが活性
化され（それまで PDZ にマスクされていた活性中心が表面に現れる）、RseA のペリプラズ
ム側のドメインを分解できるようになる（Walsh et al. 2003; Wilken et al. 2004）。ポーリ
ンの C 末端はアセンブルした状態では 3 量体のインターフェイスに隠れているが、アセン
ブルが阻止された場合には YXF モチーフが表に露出するのである。活性化した DegS によ
る RseA の分解により、膜局在の RseP プロテアーゼが RseA にアクセスし RseA の分解（膜
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からの切り離し）を行うことが出来るようになり、これにより RseA の細胞質側のドメイン
が細胞質に放たれる（Kanehara et al. 2002; Kanehara et al. 2003）。細胞質の RseA は
ClpXP、ClpAP、Lon、FtsH、HslUV 等のプロテアーゼによって完全に分解され、こうし
てσE が細胞質内で完全にフリーとなり RNAP とのホロ酵素の形成が可能になるのである
（Chaba et al. 2007）。これらの細胞質内でのプロテアーゼの多くがσ32の支配下にあり、
またσ32 はσE の支配下にあることも、制御の一面なのであろう。第二のシグナルは LPS の
アセンブルと外膜への輸送の状態である。ここで重要なセンサーの働きをするのが RseB で
ある（Wollmann and Zeth 2007; Chaba et al. 2011; Lima et al. 2013）。RseB はσE の負の
制御因子であり、ストレスの非存在下では RseA に結合することで DegS による攻撃から
RseA を守っていると考えられている（Cezairliyan and Sauer 2007; Chaba et al. 2011）。
熱ショックなどで LPS のアセンブルと外膜への輸送に異常が生じた際には、蓄積した異常
LPS が RseB に結合し、RseB の RseA への結合が阻害され、結果 RseA が DegS をスター
トとする一連のプロテアーゼのカスケードによって分解されσE が活性化する（Lima et al. 
2013）。第三のシグナルは、OMP や LPS の経路とは無関係な、生育のフェーズや栄養分の
貧富によるシグナルである。σE は定常期に活性化されること、そしてこの制御に ppGpp が
関与することが知られている（Costanzo and Ades 2006; Costanzo et al. 2008）。ppGpp
によるσE の制御については第二章で詳細を述べる。このようにσE の制御は非常に複雑であ
りかつ巧みであり、細胞質のストレス因子であるσ32とも関連しながら熱ショックをはじめ
とするタンパク質のダメージへの応答機構として働いているのである。 
σE のレギュロン、プロモーターについては Rhodius 等の研究により、多くのことがわか
ってきている（Rhodius et al. 2006）。この研究では、DNA microarray を用いたσE 過剰発
現後に誘導される遺伝子の網羅的な解析と、バイオインフォマティックス的手法によるプ
ロモーターの予測とゲノム上の検索、これらから得られた候補因子の転写開始点のマッピ
ングならびに in vitro 転写実験による検証という一連の解析により、ほぼ完全なσE レギュ
ロンのセットが見出された。その結果、E. coli において約 50 個のσE プロモーター、その
プロモーター支配下にある 80 個以上の遺伝子が明らかとなった。このσE レギュロンに関
する研究は、本研究を行う上での非常に重要な先行研究となったため、以下にそのポイン
トを簡単に述べる。 
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図 6  σE の制御メカニズム 
熱などによるストレスによりアセンブルに失敗した OMP、LPS が蓄積、これが引き金となりプロテアー
ゼのカスケードが活性化され、最終的には anti-σである RseA が分解されることでσE が活性化される。σE
のレギュロンメンバーにはσE 自身、RseA、LPS、sRNA（OMP の folding やアセンブル、外膜への挿入
をを助けるペリプラズムのシャペロンなど、OMP の発現を抑制する sRNA）が含まれる。σE の活性化に
より自身が誘導される一方で、先述の RseA、シャペロン、sRNA 等の誘導はσE を過剰に活性化させない
ためのブレーキとなる。 
 
 
 
σE プロモーターとレギュロンの網羅的解明 
本研究に先行して行われたσE プロモーターとレギュロンの網羅的解明の手法の概要は
以下の通りである。まず、DNA microarray を用いることでσE 誘導後のタイムコースでの
発現データを取得し、ここから 75 個の有意に誘導される遺伝子を抽出した。次に 75 遺伝
子の周辺遺伝子の発現パターンとオペロン構造を分析、その結果 42 個のΤU（Transcription 
unit）に集約された。この中から、σE による直接の支配を受ける TU を見出すため、生化
学的な手法による検証を行った。ここでは、mRNA の 5’末端のマッピングの手法である
5’RACE を用いて（詳細は実験材料と実験方法の章及び第一章を参照）rpoE+ 株と rpoE- 株
における各 TU の転写産物の比較を行いσE 特異的な転写産物の検出と転写開始点（5’末端）
の同定を行った。その結果、42 個の TU のうち 28 個においてσE 依存の転写開始点が見つ
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かった（表 1A）。次に 28 個の TU の上流配列の alignment から共通するプロモーターモチ
ーフの検索を行った。その結果、非常に強く保存された-10、-35 等のプロモーターエレメ
ントが見出され、また spacer や discriminator 等のモチーフ間の距離の傾向が明らかとな
った（図 7）。 
次に、明らかとなった 28 個のプロモーターの情報を利用し、ゲノムの検索により更に多
くのσE プロモーターを同定することを目的に、in silico でのプロモーターのモデリングを
行った。ここでは UP エレメント、-35、-10、+1 の配列に対して PWM（position weight 
matrix）（Schneider et al. 1986）の構築を行った。PWM は各プロモーターモチーフ内の
塩基の座位に対してその座位に登場する各塩基の頻度（保存性）に応じたスコアを与える
マトリクスであり、そのスコアの合計によって各エレメントそしてプロモーター全体のス
コアを算出することができる（詳細は Rhodius et al. 2006 参照）。このσEプロモーターの
PWM を使用し、更に spacer や discriminator 等のモチーフ間の距離によるカットオフの
条件を加えることで、E. coli K-12 株のゲノムの検索から多数のσE プロモーター候補を得た。
ここで得られた候補及び、過去に提唱されたσE プロモーターを in vitro 転写実験によって
検証することで更に多数のσE プロモーターを追加することができた。そして最終的には E. 
coli K-12 株において 49 個のσE プロモーターを見出すことに成功した（表 1A、C）。PMW
をベースとしたプロモーターモデルは、近縁種（K-12 株以外の病原性大腸菌や Salmonella、
Shigella、Ervinia 等）のゲノムの検索でも効果を発揮し、最終的には合計で 89 個のσEプ
ロモーターを見出した。そしてσE の種を超えた保存された機能や種ごとに特異的な機能を
突き止めることに成功した。DNA microarray を用いたグローバルな手法と、in silico での
解析、そしてこれに生化学的な検証実験をうまく融合させることでσE のプロモーターを多
数見つけ出した網羅性と精度を兼ね備えた非常に効果の高い解析手法と言える。 
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図 7  σE プロモーター 
(A) -35、-10、+1、A/T-rich UP エレメントの sequence logos（Crooks et al. 2004）。各モチーフの
infomationcontent（Iseq; Schneider et al. 1986）が示されている。(B-D)各モチーフ間の距離の度数分布。
(B) +1~-35、(C) -10~-35、(D) +1~-10。 
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表 1  E. coli K-12 株のσE レギュロン 
 
Rhodius et al. PLoS Biol. 2006;4(1):e2 より引用 
（次頁に続く） 
Transcription Unit Unique Ratio σ
E
 Promoter
ID +1 Score Sequence  Evidence
degP
2 b0161 17.24 -40
a 0.34 GGAACTTCAGGCTATAAAACGAATCTGAAGAACaC K
2
R
(yaeL
1
)yaeT
1
hlpA
1
lpxD
1 
fabZ1lpxA1 lpxB rnhB dnaE b0176-84 5.95 -902 1.17 GGAACTAAAAGCCGTAGATGGTATCGAAACGCCTg R
sbmA
6
yaiW
6 b0377-8 3.12 -85 -0.59 CGAACTAAGCGCCTTGCTATGGGTCACAATGGGCg K
6
R
clpXlon b0438-9 2.18 -44.8 -0.45 TGAACTTATGGCGCTTCATACGGGTCAATCATTAga R
ybfG b0690 2.59 -44 0.21 GGAACTTAATATTTAAAAAATGTTCCATACAATt R
ompX b0814 0.16 -94 -0.22 GAAACTCTTCGCGATTTGTGATGTCTAACGGGCCa PT reverse
mdoG
1
mdoH
1 b1048-9 5.92 -80 -0.27 TGAACGATACCGGGATTCTGTTGTCGGAATGGCTg K
1
R
lpp b1677 0.49 -125 -0.72 GGCACTTATTTTTGATCGTTCGCTCAAAGAAGCa PT reverse
yeaY
6
fadD b1806-5 2.71 -28 0.5 GAAACTTCCGGGCAAAGAATGAATCTTAAGAGTa K
6
R
sixA
6 b2340 2.73 -187 -0.13 GCAACTGACCTGCAATAAGAAGGTCAAAGCTATa K
6
R
ddg
6 b2378 2.06 -64 -0.63 GGAACCATTGTCGTACATGATGGCCCAACCAATTg K
6
R
yfeKyfeS b2419-20 5.89 -27 0.39 GAAACTTTACCTGATTCTGGCAGTCAAATCGGCTa R
yfeY
6
yfeX b2432-1 5.97 -26 0.87 GGCACTTTTTGGTGAATTTGCACTCCAAGCAACg K
6
R
yfgCyfgD b2494-5 3.3 -26 0.21 GGAACGATATTTCACAGTATCGGTCAAATGACTa R
(yfgM)yfgLyfgK b2513-1 2.61 -323
b 0.04 GGAACTTGCGCAGCAATTTGTTGACAAAAATGAa R
rpoE
3
rseA
3
rseB
3
rseC
3 b2573-0 23.76 -76 0.08 GGAACTTTACAAAAACGAGACACTCTAACCCTTTg K
3
rseA
3
rseB
3
rseC
3 b2572-0 6.56 -228 -0.37 CGAACCCTGAGAACTTAATGTTGTCAGAAGAACTg R
yfiO
1 b2595 3.36 -185/6 -0.05 GGAACATTTCGGCCAAAGCCTGATCTAAGCGTTga R
(xerD)
1
dsbC
1
recJ
1
prfB b2894-1 1.8 -810
c -1.59 TGAACGCTTACCGTCGCGATCTGTCAATGATGGTg R
yggN
1
ansB b2958-7 5.09 -178 0.3 CGAACTTTTCGACGTTTGGTGGGACTAAGAAAgCA K
1
R
ygiM
1
cca b3055-6 4.28 -165 0.69 CGAACTTAATGCGATCTTTTTTGTCAGTAGATAg R
bacA
6 b3057 2.32 -43 0.75 TAAACCAAACGGTTATAACCTGGTCATACGCAGTa K
6
R
(yraO)yraP
1 b3149-50 2.85 -337
d 0.31 TGCACTAAATACTGATAATGTTGTCTTAACGGCg R
greA b3181 4.37 -137(8) 2.05 GGAACTTCAGGGTAAAATGACTATCAAAATGTGaa R
(yhbN)yhbGrpoNyhbH ptsNyhbJ b3200-5 2.07 -548
e -3.27 GAAAAGGTTAGAACATCCTATGAAATTCAAAACAAa R
fkpA
4 b3347 6.6 -106(7) 0.65 GAAACTAATTTAAACAAAAAGAGTCTGAAAATAga K
4
R
malQ b3416 2.32 -329 -2.08 GGAACAAGTGAAGGCAATTCTGGCCAAAGGCTa PT
rpoH
5 b3461 2.03 -87 1.09 TGAACTTGTGGATAAAATCACGGTCTGATAAAACa K
5
R
yhjJ b3527 4.54 -76 -1.15 TGACATTTTCATGTTCTTGCGGTCTAACACGAa R
yieE b3712 3.9 -40 -0.77 CGAACTTTTAGCCGCTTTAGTCTGTCCATCATTCCa R
plsB b4041 7.12 -132 0.11 AGAACCTTTTTACATTATGAGCGTCAATATCAGTg R
dnaKdnaJ b0014-5 1.53
surA
1
 pdxA
1
 ksgA
1
 apaG
1 b0053-0 3.64
leuAleuBleuC b0074-2 1.51
tsx b0411 0.56
ybiLybiX b0805-4 0.42
ycbK b0926 1.9
ompF b0929 0.05
pqiApqiBymbA b0950-2 1.35
ompA b0957 0.22
cutC
1 b1874 3.21
ompC b2215 0.08
nlpB
1 b2477 4.75
ptrArecBrecD b2821-19 11.2
rpoD
1 b3067 1.92
yhcN b3238 0.41
mreBmreCmreDyhdEcafA b3251-47 2.55
yhjW b3546 5.71
yidQ
1 b3688 3.09
yidR b3689 2.34
fabR b3963 1.65
ftsZ b0095 1.43 -766 -0.34 TGAACGTTGTGGGCTGAAAGTTGACCAACTGATa PT
ybaB
6
recR
6 b0471-2 0.9 -367 CCAACTTTCGCTACCAAAACTGGTCGAACAGGTGg K
6
T
ybcRybcSybcT b0554-6 1.14 -525 -2.41 TGAACTATTATTAAAAAATGATGTCACTGCGCg PT
ycdC b1013 1.04 -108 -0.81 TAAAATATCTGGTAAAAAGTGGACTAAACGGTCa PT
(narY)narWnarV b1467-5 1.13 -1378
f -0.59 GAAACCAAACCGGGCATTGGTTATCCGAAAAACTg PT
ydhIydhJydhK b1643-5 1.17 -27 -0.15 CGCACTTAAAGAATATTTATTAATCTAACGCAATa PT
(rnt)lhr b1652-3 0.92 -734
g -0.95 TGCAATTTATCCGTATTAAGAGAATCAGATGTCCg PT
(wza)wzbwzc b2062-0 1.11 -1095
h 0.72 TGAAATTGATGCCATTATTGGTGTCAGTAACCTTg PT
smpA
6 b2617 1.35 -109 TAAACTTTTTTCCTGCTTCACGGTCAGAGTAAa K
6
T
yfjO b2631 no data -328 -0.42 TGAACTACGCACCATTGAAGGTGTCTTAAAAAGTa PT
gspApioO b3323-2 1.14 -236 0.35 CGACCCTATGCTTATAAATATAATCAATATATTg PT
fusA
6 b3340 1.27 -171 CGAACTTTCTGATGCTGCAGAAAACAAAGGTa K
6
T
yiaKyiaL b3575-6 1.41 -13 0.02 GAAATTTTAAGCCAAAAAAGCGATCAAAAAAACa PT
yicJyicI b3657-6 1.08 -678 -0.97 TGAACAAATTAATCTTGATGGCAGTCTGATTATTg PT
yiiS
6
yiiT
6 b3922-3 no data -98 TGAACTCTTCACCTTAAGCAATATCAAAAAAAa K
6
T
psd
6
yjeP b4160-59 1.53 -278 GGAACAAATCACTCAGGGCTTTGTCGAATTCCa K
6
T
A/ Significantly differentially regulated and identified promoter
B/ Significantly differentially regulated but no identified promoter
C/ Not s ignificantly differentially regulated but identified promoter
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表 1 （前頁からの続き） 
(A) rpoE の過剰発現により有意に誘導された遺伝子のうち、σE プロモーターが確認されたもの、(B) rpoE
の過剰発現により有意に誘導された遺伝子のうち、σE プロモーターが確認されなかったもの、(C) rpoE の
過剰発現により有意に誘導されなかったが、σE プロモーターが確認されたもしくは過去の文献で確認され
ているもの。Transctiption Unit: TU は染色体上の順番に従って並べられている。TU 内の遺伝子は転写
の順で並べられている。括弧内の遺伝子は、プロモーターが ORF 内部に位置するため有意に誘導された
が翻訳はされないと考えられる。Ratio: 発現比 rpoE 過剰発現/rpoEwtの誘導後 10 分から 60 分までの平
均値（TU の先頭の遺伝子）。Distance: TU の先頭の遺伝子から+1 までの距離。Score: プロモーターモデ
ルにおけるスコア（詳細は原著論文参照）。Sequence: -35 と-10 モチーフが下線で示されている。転写開
始点+1 が小文字で示されている。Evidence: σE プロモーターであることを示す根拠; K: 既知、P: プロモ
ータモデルによる予測、R: 5’RACE による確認、T: in vitro transcription による確認、V: in vivo promoter 
assay による確認。 
 
 
 
 
本研究の内容と構成について 
これまでの長い研究の歴史を通じて、E. coli の HSR を司るσ32とσE がどのようなシグナ
ルによりどのようなメカニズムで活性化され、どのような機能の遺伝子群を支配下に置い
てその機能を発揮しているのか、一定の理解には至っている。一方で、いくつかの疑問は
未だ解決に至っていない。その一つは、細胞質をσ32が、そしてペリプラズムをσE が感知し
ているが、それでは細胞膜のタンパク質の異常はどちらが（或いは別の役者が）感知し修
復する役割を担っているのかという疑問である。また、熱によるタンパク質のダメージに
対する修復の機構はわかっているが、それ以外のもの、例えば DNA や RNA、脂質などは
いったいどちらが（或いは別の役者が）感知し修復する役割を担っているのかという疑問
a Distance from translation start  point of yaeT .
b Distance from translation start  point of b2512.
c Distance from translation start  point of dsbC .
d Distance from translation start  point of yraP .
e Distance from translation start  point of yhbG .
f Distance from translation start  point of narW.
g Distance from translation start  point of lhr .
h Distance from translation start  point of wzb .
1 Dartigalongue et al.  2001
2 Lipinska et al.  1988; Erickson and Gross 1989
3 Rouviere et al.  1995
4 Danese and Silhavy 1997
5 Erickson et al.  1987
6 Rezuchova et al.  2003
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である。こうした疑問に答えるためにも、未だ完全解決には至っていなかったσ32全レギュ
ロンの解明ということに興味が持たれた。先にも述べたσE レギュロンの網羅的解明におい
て用いられたアプローチの有効性と実績は、レギュロンメンバーが完全には網羅できてい
なかったσ32 において同様の手法を試す動機付けとなった（本論文第一章）。また、ある特
定の alternative σの全セットがほぼ網羅されているという点も注目に値する。ある特定のσ
に対して全レギュロンを対象とした挙動の解析が可能となる。σE やσ32のレギュロン全体が
もつダイナミックな応答の様式を紐解くきっかけとなった（本論文第二章及び第三章）。こ
うした一連の研究の流れの原点となっている点で、σE のレギュロンの解明に関する研究成
果は非常に重要である。 
本研究では、E. coli の alternative σを中心に、様々な角度からの検証を行った。第一章
では、細胞質の HSR で中心的な役割を担うσ32 を扱う。網羅的なグローバルな手法と生化
学的な検証を組み合わせることで、σ32のレギュロンメンバーのほぼ全貌を捉えることに成
功した（Nonaka et al. 2006）。第二章では、σE のプロモーターを扱う。Rhodius 等の研究
で明らかとなった 60 個（49 個の E. coli のσE プロモーター及び 11 個の近縁種のσE プロモ
ーター）の全σE プロモーターの発現挙動をレポーターにより解析、σE レギュロンのダイナ
ミックな応答の様式を明らかとした。ある特定のσのレギュロンを全セットで捉えた貴重な
研究結果である（Mutalik et al. 2009）。第三章では、σ32の全プロモーターの発現挙動を解
析した。全プロモーター挙動を見ることでσ32がもつプロモーターの melting に関わる特性
がいかに転写というアウトプットに大きな影響を及ぼしているかを明らかとした（Koo et 
al. 2009c）。一連の研究は、「レギュロン」「プロモーター」「σのプロモーター認識」という
3 つをテーマとし、E. coli の alternative σと HSR の理解を大きく前進させたものである。 
本論文は筆者がバクテリアの転写制御の大家であるカリフォルニア大学サンフランシス
コ校の Carol Gross 教授の研究室に留学し、同教授の指導の下に行った一連の研究をまとめ
たものである。序章に述べたσE レギュロンの解明に関する研究は、筆者が同研究室の Virgil 
Rhodius 博士と共同で行った研究である。第一章に述べたσ32レギュロンの解明に関する研
究は、筆者が中心に行った研究である。第二章に述べたσE プロモーターの発現挙動に関す
る研究は、筆者が同研究室の Vivek Mutalik 博士と共同で行った研究である。そして第三
章に述べたσ32プロモーターの発現挙動に関する研究は、筆者が同研究室のByoung-Mo Koo
博士と共同で行った研究である。それぞれの研究成果をまとめた原著論文のリストを『発
表論文一覧』のセクションに掲載した。 
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実験材料と実験方法 
 
菌株、プラスミド、培養条件 
本研究で用いた菌株とプラスミドを表 2 に記載した。σ32 とσE におけるプロモーターラ
イブラリーを用いた GFP 蛍光の測定には LB 培地（Luria-Bertani）を用い、32℃で培養
を行った。σ32過剰発現下での DNA microarray のための培養及び 5’RACE のための培養に
は全て M9 complete 培地を用い、30℃にて行った。パルスチェイス実験には M9 complete
からメチオニンを抜いた培地を用い、30℃で培養を行った。なお M9 培地（Sambrook et al. 
1989）に 0.2%グルコース、1 mM MgSO4、ビタミン、全アミノ酸（40 µg/mL）を添加し
た培地を“M9 complete”と呼ぶ。添加した抗生物質の濃度は以下の通りである：アンピシリ
ン（100 µg/mL）、カナマイシン（30 µg/mL）、テトラサイクリン（10 µg/mL）、クロラム
フェニコール（20 µg/mL）、スペクチノマイシン（50 µg/mL）。 
 
パルスチェイス 
メチオニンを除いた M9 complete にて対数増殖期（OD450=0.3）まで培養した CA50002
（IPTG での誘導が可能な rpoH を保有）の培養液に IPTG を添加し（最終濃度 1 mM）rpoH
を誘導、誘導後の各タイムポイント（0、2.5、5、10、15、20、30、45、60 分）にてサン
プルを取得し、パルスチェイス実験に供した。各タイムポイントの培養液 750 µL を抜き取
り、80 µC[35S]メチオニンで 1 分間のパルスラベル、ラベル無しの過剰のメチオニンの添加
後に 1 分間のチェイス、そして 100 µL の氷冷 50% TCA による沈殿（氷上で 15 分）と遠
心分離、最後は 50 µL の 2% SDS 50 mM Tris（pH 7.5）に懸濁した。7.5% PAGE の各レ
ーンにそれぞれ同量（カウント）をロードし、GroEL と DnaK タンパク質に相当するバン
ドを ImageQuant 1.2 プログラムを用いて定量した。各タイムポイントの数値は 0 分の数
値によって標準化した（0 分の合成量を 1 とした）。 
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表 2  菌株とプラスミド 
 
 
  
Strain/Plasmid Relevant Genotype Origin/construction
Bacterial Strains
MG1655 (CAG45113) Escherichia coli  K-12 (MG1655) rph -1
(Guyer et al. 1981; Jensen 1993) E. coli
Genetic Stock Center
CAG39145 MG1655 ∆rpoH ::kan , pRpoH-His This work
CAG45146 MG1655 ∆lacX74 [ΦλhtpGP1::lacZ ] This work
CAG50001 CAG45146, pTrc99A This work
CAG50002 CAG45146, pTG2 This work
CAG50003 CAG45146 [∆rpoH ::kan ], pKV1561 CAG45146 + P1/CAG39154
MC1061
E. coli  K-12 araD  ∆(ara-leu )7697  ∆(codB-lacI ) galK16 galE15 mcrA0
relA1 rpsL150 spoT1 mcrB9999 hsdR2
E. coli Genetic Stock Center
(Casadaban et al. 1980)
CAG 22216 MC1061 ∆lacX74  [ΦλrpoH P3::lacZ ] rpoE ::ΩCm (De Las Penas et al. 1997)
CAG45114 (CAG25196) MG1655 ∆lacX74  [ΦλrpoH  P3::lacZ ] (Rhodius et al. 2006)
CAG58200 (CAG25197) CAG45114 pLC245 (Rhodius et al. 2006)
CAG55761 CAG58200 pUA66 This work
CAG55661 CAG22216 pUA66 This work
CAG55861 CAG45113, pUA66 This work
CAG55906 CAG45114 ∆relA
This work, P1 ∆relA ::kan  (Keio
collection; Baba et al. 2006)
CAG55907 CAG55906 ∆spoT ::cam
This work, P1 SEA2010 (Costanzo et al.
2008)
CAG 55922 CAG55907 pUA66 This work
∆relA ::kan (Keio collection)
BW25113 (E. coli  K-12, rrnB3  ∆lacZ4787 hsdR514 ∆(araBAD )567  ∆
(rhaBAD )568 rph-1 ) ∆relA ::kan
Keio collection (Baba et al. 2006)
SEA2010 MG1655 ∆lacX74  [ΦλrpoH  P3::lacZ ] ∆relA251 ::kan  ∆spoT207 ::cam (Costanzo et al. 2008)
CAG57101 MG1655 ∆lacX74 , ∆rpoH ::aadA , PBAD_groESL ::cat CmR, SpR (Koo et al. 2009a)
Plasmids
ASKA library
A complete Set of E. coli  K-12 ORF Archive plasmid library: contains every
ORF of E. coli K-12 W3110 cloned downstream of the IPTG inducible T5/lac
promoter in the vector pCA24N, Cm
R
.
(Kitagawa et al. 2005)
pKV1561 pBR322 ori, Ap
R
. lacI
q
 lacUV5p-groESgroEL (Kanemori et al. 1994)
pQE-8 His-tagged expression vector, Col E1 ori, Ap
R
.
pRpoH-His
rpoH  cloned on a BamHI-Hin dIII fragment in pQE-8 downstream of the IPTG
inducible T5/lac  promoter, Ap
R
.
This work
pTG2 rpoH  cloned in pTrc99A downstream of the IPTG inducible trc promoter, Ap
R
. (Liberek et al. 1992)
pUA66 Vector, SC101 ori, KanR GFP reporter plasmid carrying gfpmut2 (Zaslaver et al. 2004)
pUA E1-E60
Long σ
E
 promoter library. Used to measure activity of σ
E
 -dependent long
promoter fragments (-65 to +20) cloned in Xho I-BamHI sites upstream of
gfpmut2  in pUA66 (60 constructs)
This work
pUA Et1-Et60
Short σ
E
 promoter library. Used to measure activity of σ
E
  -dependent short
promoter fragments (-35 to +20) cloned in Xho I-BamHI sites upstream of
gfpmut2  in pUA66 (60 constructs)
This work
pTrc99A
Vector, pBR322 ori, ApR. Expression vector containing an IPTG inducible trc
promoter
(Rhodius et al. 2006)
pLC245 rpoE  cloned in pTrc99A downstream of the IPTG inducible trc  promoter, ApR (Rhodius et al. 2006)
pSAKT32 Expression plasmid of σ
32
; rpoH  cloned under IPTG inducible lac  plomoter, ApR (Wang et al. 2003)
pBK131 σ
32
-I54N in pSAKT32, ApR (Koo et al. 2009a)
pBK163 σ
32
-F104Y, H107W in pBK131, ApR This work
pUA H1-H50
Long σ
32
 promoter library. Used to measure activity of σ
32
 -dependent long
promoter fragments (-65 to +20) cloned in Xho I-BamHI sites upstream of
gfpmut2  in pUA66 (50 constructs)
This work
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別表 A  σ32プロモーターライブラリー 
 
Plasmid Relevant Genotype Origin/construction
pUA H1 PdnaK P1 (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H2 PdnaK P2 (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H3 PileS  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H4 PhepA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H5 PyadF  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H6 PyafD  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H7 PribE  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H8 PclpP  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H9 Plon  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H10 PhtpG P1 (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H11 PhtpG  P2 (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H12 PybeD (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H13 PybeZ  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H14 PglnS (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H15 PyceJ  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H16 PyceP  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H17 PphoP  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H18 PtopA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H19 PyciS  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H20 PycjX  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H21 Pmlc  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H22 PydhQ  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H23 PgapA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H24 PsdaA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H25 PhtpX  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H26 PnarP  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H27 PclpB  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H28 PgrpE  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H29 PyfjN (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H30 PygaD  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H31 PygbF  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H32 PxerD  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H33 PyggV (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H34 PrpoD  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H35 PftsJ  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H36 PyhdN  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H37 PprlC  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H38 PmutM  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H39 PibpA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H40 PhslV  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H41 PyrfG  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H42 PyhgH  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H43 PfxsA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H44 PgroES  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H45 PmutL (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H46 PmiaA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H47 Phfq  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H48 PholC  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H49 PcreA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Nonaka et al. 2006)
pUA H50 PrrnB  P1 (-65 to +20) in pUA66, Km
R
This study, (Nonaka et al. 2006)
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別表 B  σE プロモーターライブラリー（Long） 
 
Plasmid Relevant Genotype Origin/construction
pUA E1 PdegP  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E2 PyaeT  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E3 PsbmA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E4 PclpX  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E5 PybfG  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E6 PompX  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E7 PmdoG (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E8 Plpp  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E9 PyaeY (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E10 PsixA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E11 Pddg  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E12 PyfeK (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E13 PyfeY  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E14 PyfgC (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E15 PyfgL  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E16 PrpoE  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E17 PrseA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E18 PyfiO  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E19 PdsbC  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E20 PyggN  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E21 PygiM  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E22 PbacA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E23 PyraP  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E24 PgreA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E25 PyhbG  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E26 PfkpA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E27 PmalQ  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E28 PrpoH  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E29 PyhjJ (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E30 PyieE  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E31 PplsB  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E32 PftsZ  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E33 PybaB (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E34 PybcR  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E35 PycdC  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E36 PnarW  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E37 PydhI  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E38 Plhr  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E39 Pwzb wzc  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E40 PsmpA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E41 PyfjO  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E42 PgspA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E43 PfusA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E44 PyiaK  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E45 PyicJ (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E46 PyiiS  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E47 Ppsd  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E48 PahpF  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E49 PybjW  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E50 PyecI  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E51 PrybB  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E52 Pc0428  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E53 PyliF(c0919)  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E54 Pc4860  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E55 PSTM0019 (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E56 PSTM0084  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E57 PyccR(STM1072)  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E58 PSTM1676  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E59 PychH(STM1782)  (-65 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA E60 PmicA  (-65 to +20) in pUA66, Km
R
This study, (Rhodius et al. 2006)
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別表 C  σE プロモーターライブラリー（Short） 
 
Plasmid Relevant Genotype Origin/construction
pUA Et1 PdegP  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et2 PyaeT  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et3 PsbmA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et4 PclpX  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et5 PybfG  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et6 PompX  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et7 PmdoG (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et8 Plpp  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et9 PyaeY (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et10 PsixA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et11 Pddg  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et12 PyfeK (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et13 PyfeY  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et14 PyfgC (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et15 PyfgL  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et16 PrpoE  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et17 PrseA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et18 PyfiO  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et19 PdsbC  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et20 PyggN  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et21 PygiM  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et22 PbacA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et23 PyraP  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et24 PgreA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et25 PyhbG  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et26 PfkpA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et27 PmalQ  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et28 PrpoH  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et29 PyhjJ (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et30 PyieE  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et31 PplsB  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et32 PftsZ  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et33 PybaB (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et34 PybcR  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et35 PycdC  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et36 PnarW  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et37 PydhI  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et38 Plhr  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et39 Pwzb wzc  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et40 PsmpA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et41 PyfjO  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et42 PgspA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et43 PfusA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et44 PyiaK  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et45 PyicJ (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et46 PyiiS  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et47 Ppsd  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et48 PahpF  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et49 PybjW  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et50 PyecI  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et51 PrybB  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et52 Pc0428  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et53 PyliF(c0919)  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et54 Pc4860  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et55 PSTM0019 (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et56 PSTM0084  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et57 PyccR(STM1072)  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et58 PSTM1676  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et59 PychH(STM1782)  (-35 to +20) in pUA66, Km
R This study, (Rhodius et al. 2006)
pUA Et60 PmicA  (-35 to +20) in pUA66, Km
R
This study, (Rhodius et al. 2006)
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タイムコースでの microarray 実験（サンプル調製） 
一晩培養したフレッシュな菌体 CAG50002（IPTG での誘導が可能な rpoH を保有）も
しくは CAG50001（ベクターコントロール）を 500-mL コニカルフラスコに 100 mL 張り
込んだ M9 complete に OD450=0.02 となるように植えつけ、ウォーターバス・シェーカー
（model G76, New Brunswick Scientific）により 240 rpm、30℃で好気的に培養した。
OD450=0.3 において IPTG（最終濃度 1 mM）を添加し、rpoH を誘導した。誘導直前（0
分）と直後 2.5 分、5 分、10 分、20 分にて各 10 mL のサンプルを取得し、直ちに氷冷した
5%水飽和フェノールのエタノール溶液と混合、6600 g にて遠心分離を行い、菌体を調製し
た。菌体を液体窒素によって直ちに冷凍し、-80℃にて保管した。プローブの調製（mRNA
の調製、cDNA の調製、Cy3/Cy5 によるラベル等）は全て Rhodius et al.（2006）に記載
の方法に従った。簡単にその手順を記す。まずホットフェノール法にて total RNA を調製
（16 µg）、そして random hexmer（Integrated DNA Technologies, Coralville, Iowa, USA）
をプライマーとした逆転写により cDNA を調製した。この際 dNTP mix と aa-dUTP
（amino-allyl dUTP）を用いることで cDNA に aa-dUTP を導入、ここへ Cy3 と Cy5 をそ
れぞれカップリングさせることで標識した。 
 
DNA microarray の手順（ハイブリダイズ、画像データ取得） 
DNA microarray の手順は全て Rhodius et al.（2006）に記載の方法（一般的なガラス
スライドの前処理とハイブリダイズ、洗浄の手法を採用）に従った。E.coli MC4100 株の
ORF（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GPL3500）が貼り付けられた
ガラススライドの cDNA microarray を使用し、2 蛍光（Cy3/Cy5）を用いたハイブリダイ
ズにより mRNA の相対比較をした。ハイブリダイズ後のガラススライドのイメージをスキ
ャナーで取り込み、取り込んだ TIFF の画像を GENEPIX3.0 ソフトウェア（Axon 
Instruments Inc., CA, USA）により解析した。 
 
DNA microarray データの解析 
発現データの標準化補正（normalize）は、両サンプルのはじめの mRNA 量が等しいと
いう仮定（Rhodius et al. 2002）に基づき、Rhodius et al.（2006）に記載の方法に従って
行った。はじめに、dye に依存するバイアスの補正のために、MA-plot を利用し lowess 
smoothing（Tseng et al. 2001; Yang et al. 2002）を行った。microarray の生データ及び標
準化補正されたデータが NCBI GEO ウェッブサイト（http://www.ncbi.nih.gov/geo/）に
accession code GSE4321 で登録されている。 
有意に発現変動した遺伝子を抽出するために統計解析ソフト“Significance Analysis of 
Microarrays”（SAM v1.2）（Tusher et al. 2001）を使用した。SAM による解析のために、
4 つの独立した 10 分のタイムポイントの発現データを使用した。4 つのうちの 3 つはそれ
ぞれ独立したタイムコースデータ、1 つは 10 分 1 点でのタイムポイントデータである。有
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意に発現変動した遺伝子の選別には厳しい cut-off の条件を採用（FDR at the median 
percentile=0.39%）、これにより合計 111 個の遺伝子が抽出された。IPTG によって直接誘
導されたと考えられる 4 遺伝子（lacZYA、rpoH）と典型的なタイムコースでの応答パター
ンと明らかに異なる挙動を示した 2 遺伝子（leuD、livJ）の 6 遺伝子を除いた合計 105 個
の遺伝子が有意に誘導された遺伝子として最終的に残った。 
クラスター解析を行うため、105 個の有意に誘導された遺伝子の 4 つの独立した
log2(R/G)発現比の値を各タイムポイントごとに平均し、平均値からなる一つのタイムコー
スのデータに変換した。Hierarchical clustering を行うにあたりソフトウェア Cluster と
Tree View（http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm; Eisen et al. 1998）を使用した。
Self-organizing map（SOM）を行うにあたりソフトウェア GeneCluster2.0（Golub et al. 
1999）を使用した。時間的な特徴（素早いレスポンスと遅いレスポンス）による分類を行
う際には log2(R/G)発現比の値をそろえるため、タイムコースを通じて平均 0、分散 1 とな
るよう標準化（normalize）した。量的な特徴（強いレスポンスと弱いレスポンス）による
分類を行う際には log2(R/G)発現比の値の生データを使用した。 
プロモーター予測には、MEME（Bailey et al. 2006）と BioProspector（Liu et al. 2001）
を使用、各 TU の先頭の ORF 上流 300 nt を検索にかけた。両方のプログラムによって共
通してモチーフが検出されたものをプロモーター候補とした。 
 
5’RACE PCR 
σ32特異的な転写産物の 5’末端のマッピングには 5’RACE（Rapid Amplification of cDNA 
Ends（Frohman 1994））の手法を利用した。Rhodius et al.（2006）に記載の方法に従い、
rpoH+（CAG50002）と rpoH -（CAG50003）からの mRNA を比較した。以下簡単に手順
を記す（図 10A 参照）。rpoH+（CAG50002）と rpoH -（CAG50003）の両株を M9 complete
培地にて 30℃で培養、OD450=0.3 にて集菌し total RNA を調製した。CAG50002 は集菌す
る 10 分前に IPTG による rpoH の誘導を行った。CAG50003 は lacUV5 プロモーターから
GroESL を誘導発現させるため培養開始時点から IPTG の添加を行った（rpoH -株を 30℃
で培養する際には GroESL の誘導発現が必要である）。14 µg の total RNA を用い、5 U 
Tobacco Acid Pyrophosphatase（TAP; Epicentre Technologies）による反応で 5’末端のγ
とβの脱リン酸化を行った。TAP 処理した RNA の 5’末端に 100 pmol の RNA oligo 
（5’-GAGGACUCGAGCUCAAGC-3’; MWG Biotech）を 5 U T4 RNA Ligase (Epicentre 
Technologies)を用いて付加させた。oligo RNA が付加された RNA を鋳型とし、サンプルと
なる各プロモーターに特異的なプライマー（GSP1; ORF 内部からプロモーターの方に向か
うプライマー）を用い、200 U SuperScript II RT（Invitrogen）によって逆転写を行い cDNA
の調製を行った。そして、更にこの cDNA をテンプレートに、各プロモーターに特異的な
別のプライマ （ーGPS2; ORF内部からプロモーターの方に向かうプライマーであり、かつ、
GPS1 よりもプロモーター近くに位置する）と RNA oligo に特異的なプライマーによって
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PCR 産物を得た。この PCR 産物を 7.5% PAGE によって分離し、rpoH+株と rpoH -株の比
較から rpoH+株に特異的なバンド（すなわちσ32特異的な転写産物由来の DNA 断片）を検
出した。rpoH+株に特異的な DNA 断片をゲルから精製し、GPS2 を用いたシークエンシン
グにより転写開始点の特定を行った（RNA oligo との繋ぎ目が+1 となる）。 
 
In vitro 転写実験 
本研究によって予測されたプロモーターと過去に報告されたσ32 プロモーターに対して、
PCR によって調製された鋳型を用いた multi-round in vitro 転写解析を実施した。転写開
始点の正確にマッピングを行うために、転写産物 RNA の逆転写によって作られた cDNA
を、サイズマーカーとしてのシークエンシング反応 DNA 産物と並べて電気泳動に供した。
RNAP コア酵素と His6-σ70の精製は Sharp et al.（1999）に記載の方法で、His6-σ32の精製
は Gamer et al. 1996 に記載の方法で行った。ホロ酵素の再構成は、5 µl の反応にて 1 mM
コア RNAP と 1 mM  σ32もしくはσ70を protein dilution buffer（20 mM HEPES pH 7.9, 
300 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0.1% β-mercaptoethanol, 10% glycerol, 12 µg/mL BSA, 
0.1% Tween）の中で混合し、氷上で 10 分間保温した。等量の transcription mix（20 mM 
HEPES pH 7.9, 300 mM KCl, 10 mM MgCl2, 0.1% β-mercaptoethanol, 100 nM DNA 
template, 4 mM ATP, 2 mM GTP, 2 mM UTP, 2 mM CTP）を添加することで転写を開始し、
10分間30℃にてインキュベートした後5 µl 25 mM EDTAを加えることで反応を停止した。
反応産物をフェノール／クロロホルムによる抽出とエタノール沈殿の後に 8 µl の H2O に懸
濁した。転写産物 RNA を鋳型に、逆転写による放射標識を行った。この際~100 nt 下流に
設計されたプライマ （ー鋳型 DNA を作るときに用いたものと同じ下流のプライマー）を用
いた。アニーリングのためプライマーをあらかじめ 70℃で 10 分間保温したあと氷上に移し
た。逆転写反応の組成は以下の通りである。15 µl の反応系に、8 µl 鋳型 RNA, 10 µM プラ
イマー, 1x StrataScript RT Buffer, 50 U StrataScript RNase H-RT（Stratagene）, 200 µM 
dCTP/dGTP/dTTP, 10 µM dATP, 6 µCi[α-32P]dATP（3000 Ci/mmol）, 8 U RNA Inhibitor
（Boehringer Mannheim）を添加した。反応は室温 10 分、42℃1 時間 50 分の保温の後、
9 µl stop solution（95%脱イオンホルムアミド, 25 mM EDTA, 0.05%（w/v）bromophenol 
blue, 0.05%（w/v）xylen cyanol FF）の添加によって停止した。cDNA 産物は 90℃2 分間
熱変性をかけた後で、その 8 µl を 6%変性ポリアクリルアミド・シークエンシング・ゲルで
の電気泳動に供した。正確な転写産物のサイズを検出するため、DNA シークエンシング反
応によるサイズマーカーを同時に電気泳動に供した。画像処理には Molecular Dynamics 
Storm 560 PhosphorImager Scanning system を用いた。 
 
マッピングにより決定された転写開始点上流からのσ32プロモーターエレメントの同定 
WCONSENSUS（Hertz and Stormo 1999）を用い、Rhodius et al.（2006）に記載の
方法により、保存されたσ32プロモーターエレメントの同定を行った。-10、-35 コアモチー
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フの検索のために WCONSENSUS の設定を“second cycle”（全ての配列から 1 つのモチー
フを拾い上げる設定）とした。コアモチーフ検索の最適なマトリクスを選択するため、シ
ークエンスのウインドウ幅の設定を以下に示すように行った。-10 モチーフの検索は、転写
開始点を基準に配列を整列させ、-5～-20 のウインドウを検索した。-35 モチーフの検索は、
-10 モチーフを基準に配列を整列させ、-10 から 9 nt 上流から 20 nt のウインドウを検索し
た。上流 A/T-rich モチーフの検索のために WCONSENSUS の設定を“first cycle”（全ての
配列から必ず 1 つのモチーフを拾うのではなく、モチーフが見つかった場合にのみモチー
フとして拾い上げる設定）とした。A/T-rich モチーフの検索には、-35 モチーフを基準に配
列を整列させ（-35 モチーフの“T”を-35 座位と定義）、以下に示すウインドウを検索した。
proximal motif：-36～-51、distal motif：-46～-60、complete motif：36～-60。 
 
GFP アッセイ用菌株の構築 
全ての菌株は E. coli K-12 株 MG1655 もしくは MC1061 に由来する。 σEプロモーター
のアッセイに用いた全ての菌株は CAG22216（∆rpoE 株）、CAG45113（対照株）、CAG55907
（ppGpp0 株）、CAG58200（rpoE 過剰発現株）からの派生菌株であり、「長い」及び「短
い」σE プロモーターを連結した GFP（green fluorescent protein）発現ベクターpUA66 を
保持している。各σE プロモータープラスミドを保持する菌株を LB 培地で 96well プレート
にて培養し、グリセロールストックとして保存した。σE 欠損株および“basal level” σE 株の
アッセイには CAG22216（MC1061 ∆lacX74 [ΦλrpoHP3::lacZ] rpoE::ΩCm）および
CAG45113（MG1655）を用いた。σE 過剰発現株のアッセイには CAG58200（MG1655 
∆lacX74 [ΦλrpoHP3::lacZ]）に pLC245 を保持させた菌株を使用した。pLC245 には IPTG
による誘導が可能である trc プロモーターに rpoE が連結されている。“basal level” σE にお
ける ppGpp0 株のアッセイには CAG55907（Mg1655 lacX74 [ΦλrpoHP3::lacZ] ∆relA 
∆spoT::cam）を用いた。ppGpp0株である CAG55907 の構築は以下に示す方法で行った。
はじめに、Keio Collection （Baba et al. 2006）由来の∆relA::kan 遺伝子型を CAG45114
（Mg1655 lacX74 [ΦλrpoHP3::lacZ]）に形質導入（transduction）により導入し CAG55906
を構築、pCP20 により kan マーカーを除去したあと pCP20 の脱落したクローンを選択し
た（Datsenko et al. 2000）。次に、同じく形質導入（transduction）により SEA2010 由来
∆spoT207::cam 遺伝子型を CAG55906 に導入し CAG55907 を構築した。遺伝子型を PCR
によって確認し、また ppGpp0の表現型をアミノ酸要求性によって確認した（アミノ酸を欠
く M9 最少培地での生育ができない（Xiao et al. 1991））。全てのアッセイにおいて、少な
くとも 2 つの独立に取得された形質導入株（transductant）を用いて再現性を確認した。 
σ32プロモーターのアッセイには、CAG57101（∆rpoH PBAD-groESL を持つ）を親株と
してここに pBK131（wtσ32発現プラスミド）もしくは pBK163（YWσ32発現プラスミド）
を導入した株を使用した。 
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プロモーター・ライブラリー・プラスミドの構築 
全てのσE プロモーターとσ32 プロモーターの構築は、gfpmut2 レポーター遺伝子
（Cormack et al. 1996）からの GFP 発現をドライブする低コピーベクターpUA66
（Zaslaver et al. 2004）において行った。「長い」σE プロモーターライブラリー（プラスミ
ド pUA E1～E60）は、E. coli K-12 MG1655、E. coli CFT073、Salmonella enterica subsp. 
enterica server Typhimurium LT2 のゲノム DNA より PCR によって調製された-65～+20
（転写開始点を基準に）を含む断片から成り立っている。各順方向プライマーには XhoI サ
イトが、逆方向プライマーには BamHI サイトがあらかじめ組み込まれており、これらプラ
イマーによる PCR 産物を pUA66 の XhoI-BamHI にクローニングし、そしてシークエンシ
ングにより配列の確認を行った。「短い」σE プロモーターライブラリ （ープラスミド pUA Et1
～Et60）は、-35 モチーフ～+20（転写開始点を基準に）を含む断片から成り立っている。
同じくあらかじめプライマーに組み込まれた XhoI と BamHI サイトを利用して pUA66 の
XhoI-BamHI にクローニングし、そしてシークエンシングにより配列の確認を行った。σ32
プロモーターライブラリー（プラスミド pUA H1～H50）は、E. coli K-12 MG1655 のゲノ
ム DNA より PCR によって調製された-65～+20（転写開始点を基準に）を含む断片から成
り立っている。各順方向プライマーには XhoI サイトが、逆方向プライマーには BamHI サ
イトがあらかじめ組み込まれており、これらプライマーによる PCR 産物を pUA66 の
XhoI-BamHI にクローニングし、そしてシークエンシングにより配列の確認を行った。σE
プロモーターの-35 モチーフの同定は、アラインメントされた各プロモーター配列から共通
する配列として見いだされるコンセンサス（GGAACTT）を基準とした（Rhodius et al. 
2006）。σ32プロモーターの-35 モチーフの同定は、アラインメントされた各プロモーター配
列から共通する配列として見いだされるコンセンサス（TTGAAA）を基準とした（Nonaka 
et al. 2006）。 
なお、プロモーターライブラリーを構成する各プラスミドを別表 A、B、C に記載した。 
 
In vivo プロモーターアッセイ 
σE のプロモーターアッセイは以下述べる方法で行った。アッセイに用いる菌株を deep 
96-well プレート（1 mL）を利用し、グリセロールストックとして保存した。金属製の 96
ピンを使用して、96-well のグリセロールストックから 96-well プレートに 150 µl 張り込ん
だ LB 培地に植菌し、前培養を開始した。前培養には 96-well U-bottom tissue culture プ
レートと通気可能なシーリングフィルム（sterile AeraSeal; E&K Scientific）を利用した。
30℃、16 時間、振盪条件（850 rpm on Elmi shaker）にて培養を行った。本培養には 150 
µl のフレッシュな培地を張り込んだ平底の透明な 96-well プレート及び透明なシールを使
用、一晩培養した前培養液を 1:200 希釈となるように植菌し multimode microplate 
reader-incubator-shaker（Varioksan; Thermo Fisher Scientific）にて培養した。σE の過
剰発現株（CAG58200 派生株）には rpoE の誘導のために 100 µM IPTG を添加した。培養
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は直径 6 mm の軌道を 480 rpm で回転する条件での攪拌により、8 時間行った。15 分おき
に OD の測定（OD600）と蛍光の測定（relative fluorescence unit [RFU]; 励起 481 nm-発
光 507 nm）を行った。全ての実験は 3 回独立に行った。実験ごとの誤差は 5%以下である
ことが確認された。フラスコによる培養とマイクロプレートによる培養における生育と発
現の違いは無視できるレベルであることを確認した。また、マイクロプレート上での場所
による違いも無視できるレベルであることを確認した。 
σ32のプロモーターアッセイは以下述べる方法で行った。プロモーターアッセイのための
培養は、形質転換体を直接 LB 培地（適当な抗生物質を含む）に植菌することによって行っ
た。96-well プレートに 150 µl 張り込んだ LB 培地に植菌し、前培養を開始した。前培養に
は 96-well U-bottom tissue culture プレートと通気可能なシーリングフィルム（sterile 
AeraSeal; E&K Scientific）を利用した。32℃、一晩、振盪条件（400 rpm on Elmi shaker）
にて培養を行った。本培養には 150 µl のフレッシュな培地を張り込んだ平底の透明な
96-well プレート及び透明なシールを使用、一晩培養した前培養液を 1:100 希釈となるよう
に植菌し multimode microplate reader-incubator-shaker（Varioksan; Thermo Fisher 
Scientific）にて培養した。培養時に rpoH の誘導のため 100 µM IPTG を添加した。培養は
直径 6 mm の軌道を 480 rpm で回転する条件での攪拌により、32℃で行った。30 分おきに
OD600の測定と蛍光の測定（relative fluorescence unit [RFU]; 励起 481 nm-発光 507 nm）
を行った。全ての実験は 3 回独立に行った。なお、CAG57101（rpoH 欠損株）の培養には、
GroESL の発現を誘導するため、全培養行程で 0.1% L-(+)-アラビノースを添加した（Koo et 
al. 2009a）。 
 
プロモーターアッセイのデータ解析 
バックグラウンドの蛍光強度を測定するため、プロモーターを含まない pUA66 ベクタ
ーを導入した各親株を 3 連で培養し、各タイムポイントでの OD と蛍光強度（RFU）の平
均値を用いた標準曲線（OD 対 RFU）を作成した。そして各プロモーターを含むプラスミ
ドライブラリーにて測定された同じ OD 値における蛍光値から標準曲線の蛍光値を差し引
いた値を用いることで、バックグラウンドの影響を差し引いた OD 対 RFU プロットを作成
した。このプロットの傾きを各プロモーターの強度とした。バックグラウンドの蛍光値の
傾き（OD 対 RFU）は、OD600値が 0.7～1.4 の場合には-2～-0.8、OD600値が 1.5～2.7 の
場合には～0 であった（σE プロモーターの実験時）。 
各σE プロモーターのプラスミドライブラリーを保有するレポーター株の生育フェーズ
の分類（対数増殖期あるいは定常期）を行うにあたり、σE 活性の生育フェーズによる制御
に関する既報（Costanzo et al. 2008）を参考とした。本実験と既報（Costanzo et al. 2008）
の実験での測定系による OD の違いを補正し両実験データの比較を可能にするため、M9 
complete と LB での両測定系（150 µl 培地を張り込んだ 96-well プレートの Varioskan で
の測定値と通常の分光光度計を用いた 1-mL cuvette での測定値）の測定データの取得を行
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った。M9 complete での OD450の変換ファクターが 3.8、LB での OD600の変換ファクター
が 3.4 との実験結果が得られたため、この換算を用いることで既報（Costanzo et al. 2008）
を参考にレポーター株の生育フェーズの分類（対数増殖期あるいは定常期）を行った。OD
対 RFU プロットを作成し、このプロットの傾きを各プロモーターの強度とした。全ての実
験は 3 回独立に行い、平均値を使用した。 
σ32プロモーターの解析において、rrnB P1 プロモーターは非常に強くσ70に依存するこ
とから解析からは外すこととした。また xerD プロモーターは非常に活性が弱いため解析か
ら外すこととした。 
Varioskan での予備的なデータ分析にはソフトウェア SkanIT を使用した。その後のデ
ータ分析は Matlab（Mathworks）において自家製のスクリプトを用いて行った。 
 
プロモーターモチーフの information content の計算 
アラインされたプロモーターモチーフの information content（Iseq）の計算は以下の式
によって行った。 
 
 
 
i はサイトの中の位置（position）を、b はそれぞれ可能な塩基を、fb,iはその位置に各塩
基が登場する頻度を、Pbはゲノム全体での b 塩基が存在する頻度（E.coli では A/G/C/T そ
れぞれが 0.25 であると仮定）を表す（Schneider et al. 1986）。 
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第一章：σ32プロモーターとσ32レギュロンの網羅的解明 
 
1-1 序論 
HSR は細胞の温度への適応という全ての生命に共通する重要な環境適応の応答である。
E. coli では 2 つの alternative σであるσ32とσE が HSR を司っている。σ32はシャペロンや
プロテアーゼ等の古くから知られるいわゆる hsp を誘導し、細胞質のタンパク質の恒常性
維持を行う重要な役割を担っている。一方で、σEは OMP や LPS 等のアセンブリや輸送な
どを含むペリプラズムと外膜の恒常性維持を担当している。σE においてはシステマティッ
クな解析によりレギュロンの大半が解明された（Rhodius et al. 2006）一方で、σ32につい
ては未だ完璧な手法による網羅的な解明には至っていない。また、σ32 やσE による細胞の
HSR という観点でも未だ解決されていない領域が存在する。その一つは細胞膜の HSR で
ある。細胞質をσ32が、そしてペリプラズムをσE が感知していることが知られているが、細
胞膜のタンパク質の異常を感知し修復する役割については明らかとなっていない。二つ目
はタンパク質以外のダメージに対する HSR である。熱によるタンパク質のダメージに対す
る修復の機構については多数の知見が存在するが、それ以外のもの、例えば DNA や RNA、
脂質などへのダメージに対してはどのような対応がなされるのか多くは明らかとなってい
ない。こうした疑問に答えるためにも、σ32の全レギュロンの解明ということに期待が持た
れた。実際、これまでにもσ32のレギュロンの発見を通じて新たな機能が明らかとなったこ
とが多々ある。例えば Hsp33 は、真核生物から原核生物まで広く保存された hsp であり、
還元下で活性化するシャペロンであることが明らかとなった（このタイプのシャペロンと
しては初めての発見であった）（Jalob et al. 1999）。また、FtsJ は 23S rRNA を基質とす
るメチル基転移酵素であることが明らかとなり、これによって HSR と RNA という予想し
難かった両者の関係が明らかとなった（Bugl et al. 2000）。 
E. coli においては、σ32の支配下にある遺伝子を同定するために、これまで幾つかのアプ
ローチが用いられてきた。熱ショック後のタンパク質の 2 次元電気泳動や転写解析のアプ
ローチ（Chuang et al. 1993; Richmond et al. 1999）が行われた。また 2000 年代には DNA 
microarray 等のグローバルな手法が定着し、解析の幅が広がった。Zhao 等は、DNA 
microarrayにより、σ32により誘導される多数の遺伝子を同定している（Zhao et al. 2005）。
しかしながら DNA microarray は簡便でかつ網羅的な手法である一方で、この手法のみで
は直接的な影響と間接的な 2 次的な影響を区別することが難しい。したがって、時にシス
テマティックな検証の実験を組み合わせることが必要となる。こうした点を欠いているこ
とは、σ32が直接支配する遺伝子という点で不確定さを含む結果となっていることが否めな
い。また、Wade 等は、σ32ホロ酵素に結合する DNA 断片を抽出し DNA microarray への
ハイブリダイズによって同定する手法（ChIP-Chip）により、生化学的な網羅的解析を行い
多くの候補を提唱した（Wade et al. 2006）。しかしながら、この手法では、“functional”
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なプロモーター以外の非特異的な結合を拾い上げるリスクを伴う。実際に実験の手法上の
擬陽性の出現頻度の高さを指摘する報告もある（Waldminghaus and Skarstad 2010; 
Schindler and Waldminghaus 2013）。 
本章では、大方のσ32支配下の遺伝子を網羅的に解明した成果について述べる。本研究で
の手法は序章において詳しく述べたσE の網羅的なプロモーターの解析の手法に倣っている
（序章参照; Rhodius et al. 2006）。すなわち、σ32過剰発現直後の DNA microarray を用い
た whole-genome expression 解析と、ここから抽出された各遺伝子の転写開始点のマッピ
ング及び in vitro 転写実験による確認という手法を用いた。DNA microarray による網羅性
と生化学的な検証実験を組み合わせることで、先に述べたこれまでに行われたσ32レギュロ
ン同定の試み（Chuang et al. 1993; Richmond et al. 1999; Zhao et al. 2005; Wade et al. 
2006）の問題点の多くを克服できたものと考えられる。またσ32を活性化する新たなシグナ
ルとして、膜タンパク質の過剰発現が見出された。このことはσ32が細胞質のみならず、細
胞膜の恒常性をも感知していることを示唆する結果である。本研究により、新たに多くの
σ32依存のプロモーターから誘導される遺伝子が明らかとなり、その数はこれまで知られて
いたものから 3 倍に増加した。そしてこれにより、HSR のターゲットがより広範で複雑な
細胞内プロセスそしてタンパク質の保護に及ぶことが明らかとなった。これまでσ32は細胞
質の恒常性維持に働いていると考えられてきたが、本研究において見つかった新規のレギ
ュロンの中には細胞膜の恒常性維持に関与するものが少なからず見られた。細胞膜に局在
する FtsH プロテアーゼがなぜ細胞質に局在するσ32の安定性を制御するのか、その機能面
での関係性が見えてきた。 
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1-2 結果 
σ32プロモーター及びσ32 レギュロンの同定（方法論） 
本章では、序章に述べたσE でのケース（Rhodius et al. 2006）をσ32に展開することで、
σ32 プロモーター及びσ32 レギュロンを網羅的に解明することを目的とした。以下にそのス
キームの概要を述べる。まず、σ32によって転写が活性化される遺伝子を網羅的につかむた
め、DNA microarray を使用し、σ32をコードする rpoH 遺伝子を誘導した際に有意に転写
が上がる遺伝子を抽出した。次にこれらの遺伝子の中からσ32によって直接支配される遺伝
子を選別し、そのプロモーターを明らかとするため、プロモーターの解析を行った。その
ためにまず、取得された遺伝子を転写ユニット（Transcription unit; TU）に分類した。各
TU の上流 300 nt の配列を用い、コンピュータープログラムにより共通するモチーフを抽
出した。このモチーフは既知のσ32プロモーターのコンセンサス配列と非常によく類似して
いた。こうして、既知のσ32レギュロンからは既知のプロモーターが正しく抽出され、また
新規のレギュロン候補からは候補プロモーターが取得された。そこで、次にコンピュータ
ー予測された新規の候補プロモーターを実験によって確認するため、転写産物の 5’末端を
マッピングする手法である 5’RACE を用い、各新規のプロモーター候補に対してσ32特異的
な転写産物の同定と 5’末端のマッピングを行った。同時に、コンピューター予測によるプ
ロモーター候補が得られなかった TU に対しても 5’RACE を行い、σ32プロモーターの有無
を検証した。こうして、実験によって確認の取れた新規σ32 プロモーターを多数選定した。
更に、プロモーター予測があるにもかかわらず 5’RACE での検証に漏れた候補について、
別の検証手段として in vitro 転写実験を行い、σ32依存の転写差産物の検出と転写開始点の
マッピングを行った。こうした一連の手法（DNA microarray を用いたグローバルな手法と
コンピューター予測、そして生化学的な実験による検証）を駆使することで、29 個の新規
σ32プロモーターを取得することに成功し、既知のσ32プロモーターと合わせて合計で 51 個
のσ32プロモーターを明らかとした。一連の解析で明らかとなったプロモーターの情報を表
3 に、また一連のスキームを図 8 に示した。以下にはその詳細を述べる。 
 
σ32の過剰発現により転写が誘導される遺伝子の網羅的な同定 
σ32によって制御される遺伝子を網羅的に同定するため、DNA microarray を用いた解析
を行った。rpoH 欠損株は通常の培養温度（例えば 30℃、37℃など）での生育が非常に悪
いため、rpoH +株と rpoH -株の発現の違いを比べる手法では生育の影響を排除できない。
そこで、欠損株を用いた解析ではなく、誘導発現によるアプローチを採用した。IPTG によ
り誘導される rpoH 遺伝子をプラスミド上に持つ菌株（trc プロモーターに連結）と空ベク
ターを持つ菌株の IPTG 添加後のタイムコースでの発現パターンを比較した。σ32の活性は
σ32自身のレギュロンである DnaKJ と GroESL によるフィードバック阻害を受けることが
知られているため(Gamer et al. 1996; Guisbert et al. 2004)、誘導後に活性が上昇した後に
は減衰することが予想された。そこで、タイムコースを設定する上で重要な情報となるσ32
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活性のピークを把握するため、σ32の過剰発現後の hsp 合成のキネティクスを調べることと
した。ここではσ32の代表的なレギュロンである DnaKJ と GroESL のσ32 誘導後の各タイ
ムポイント（0 分～60 分）での合成量をパルスチェイスによって解析した。その結果、hsp
合成のピークがσ32 過剰発現後 10-15 分後にあることがわかった（図 9A）。そこで DNA 
microarray 実験のためのサンプリングのタイムコースをσ32 過剰発現後 0～20 分の区間に
設定した。DNA  microarray の実験には E. coli の全 ORF の約 96%をカバーするガラスス
ライドの cDNA microarray を使用し（データベース Gene Expression Omnibus（GEO）
の accession# GPL3500; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GPL3500 に
詳細を掲示）、Cy3 と Cy5 の 2 蛍光による mRNA 量の相対比較を行った。4 つの独立した
DNA microarray の実験データを SAM（statistical analysis of microarrays; Tusher et al. 
2001）による統計解析にかけ、σ32過剰発現 10 分後に有意に誘導される 105 個の遺伝子を
抽出した。ここでタイムコース中の 10 分後というタイムポイントを採用した理由は、この
ステップではできるだけレギュロン候補を漏れなく拾い上げておくことが重要と考えたた
めである。考察のセクションで議論するが、σ32 に直接支配されるσ32 レギュロンの誘導は
非常に早い傾向（例えばσ32過剰発現後 2.5 分など）が見られたことから、10 分後で抽出さ
れる遺伝子の中にはσ32 に間接的に支配されるもの（σ32 誘導に伴う 2 次的な影響などによ
る）も多く存在すると考えられた。次に得られた 105 遺伝子を Hierarchical clustering の
手法によりタイムコースの発現パターンで並べ替え、遺伝子誘導の様子を可視化した（図
9B）。更に SOM（Self-organized maps）により、特徴的な発現パターンを示すサブグルー
プを見出した。時間的な特徴（素早いレスポンスと遅いレスポンス；図 9C）、量的な特徴
（強いレスポンスと弱いレスポンス；図 9D）を持つグループを見出した。こうした SOM
による発現パターンのグループ分けは、σ32による直接の支配を受ける遺伝子と間接的な支
配を受ける遺伝子の選別に非常に有効であることが示唆された（考察のセクションで議論
する）。 
 
σ32依存プロモーターとσ32レギュロンの同定 
σ32で活性化される 105 遺伝子の中には、σ32に直接支配される遺伝子と間接的に支配さ
れる遺伝子（σ32誘導に伴う 2 次的な影響などによる）が含まれることが予想された。そこ
で、σ32に直接支配される遺伝子（σ32レギュロン）とそのプロモータ （ーσ32 プロモーター）
を同定するため、まず105個の有意に誘導された遺伝子を転写ユニット（transcription unit; 
TU）に落とし込む作業を行った。比較的発現の弱かった遺伝子まで手広く含む TU を見出
すため、105 遺伝子とその近傍の遺伝子を対象に、以下の基準に従って DNA microarray
による発現データを再度見直した。遺伝子が隣り合っていること、同じ転写方向に位置し
ていること、タイムコースを通して似たような発現のキネティクスを有すること、そして
典型的なオペロンの発現パターンを有していること（先頭の遺伝子の発現が最も強く、下
流に行くに従い発現強度が弱くなる）。これにより、105 遺伝子に 22 遺伝子を加えた合計
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127 個の遺伝子が抽出され、66 個の TU に集約された。この 66 TU の上流 300 bp の配列
をそれぞれ取り出して使用し、σ32依存のプロモーターの検索を行った。プロモーター候補
の検索には MEME（Multiple EM for Motif Elicitation; Bailey et al. 2006）及び
BipProspector（Liu et al. 2001）を用いた。いずれのプログラムも複数の配列に共通して
存在するモチーフを抽出するプログラムである。結果、42 TU 上流から 43 個のプロモータ
ーが予測された。その内訳は、14 個の既知σ32プロモーター（13 個の TU; htpG オペロン
には 2 つのプロモーターが存在するためプロモーター数が TU 数より 1 つ多い）と 29 個の
新規σ32 プロモーターの候補（29 個のσ32 依存 TU 候補; この時点では生化学的な実験によ
る検証が行われていないため、コンピューターによって予測された「候補」と呼ぶ）であ
った。全 66 TU のうち 42 TU から予想プロモーターが見出され、25 TU からはプロモータ
ーは見出されなかったということになる。プロモーターが見いだされなかった 25 TU の内
訳は、4 つの既知σ32依存の TU（6 個のσ32プロモーター; mutL miaA hfq hflX hflK hflC
オペロンには 3 つのプロモーターが存在するためプロモーター数が TU 数より 2 つ多い）
と、21 個の新規σ32レギュロン候補（プロモーターが予測されなかった）である。6 つの既
知σ32プロモーターがコンピューター予測から漏れたが、このうちの 4 つ（rpoD、mutL、
miaA 、hfq）はプロモーターが ORF 上流 300 nt よりも更に上流に存在するためである。
ここまでに述べられた TU の数を合計すると 67 個の TU となるが、これは 2 つのプロモー
ターを持つdnaK dnaJ yi81_1 yi82_1オペロンが2重にTUとして計上されたためであり、
TU は全 66 個で変わりはない。 
次に生化学的実験によりプロモーターの検証を行った。まずは 5’RACE（Rapid 
amplification of cDNA ends）の手法によるσ32依存の転写開始点のマッピングを行った。
この手法では、抽出した mRNA の 5’末端に RNA オリゴを付加し、マッピングの対象とな
る ORF 特異的なプライマーより cDNA を合成、更に RNA オリゴに特異的なプライマーと
ORF 特異的なプライマーにより PCR 断片を取得、シークエンシングにより転写開始点を
同定することができる（図 10A）。本実験ではσ32特異的な mRNA を検出するため、σ32を
持つ細胞と持たない細胞それぞれから mRNA を調製し、σ32 を持つ細胞に特異的な転写産
物（転写開始点）を検出することとした（図 10B）。20 個の既知のプロモーター（14 個の
プロモーター予測ありと 6 個のプロモーター予測なし）はいずれも既に DNA microarray
で有意な誘導が確認されていることから、これ以上の検証は不要と判断した。5’RACE での
検証の対象はそれ以外の全ての TU とした。すなわち 29 個の新規プロモーター候補が見出
された TU と 21 個のプロモーターが見出されなかった候補 TU（プロモーターが見つから
なかった全 25 TU から既知の 4 TU を差し引いた 21 TU）の合計 50 TU である。5’RACE
の実験の結果、29 個のプロモーター候補の中で 18 個が確認され（予想されたプロモーター
直下に転写開始点が見つかった）、また 21 個のプロモーター候補が見つからなかった TU
からは 4 つの転写開始点が決定された。プロモーター候補が見つかりながらも、5’RACE に
おいてσ32依存の転写開始点が見出されなかった或いは見出された転写開始点が予想された
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プロモーターの位置からずれていたものが 11 例存在した。例えば、rrnBP1 はσ32とσ70依
存のプロモーターがオーバーラップしていることが知られている（Newlands et al. 1993）。
今回 5’RACE においてσ32特異的な転写開始点として見出されなかったものについては、こ
いうしたσ32とσ70のオーバーラップであった可能性が考えられた。そこで、これら 11 個の
TU について in vitro の転写実験によって確認することとした。in vitro の転写実験では、
まず精製したコア RNAP とσ（ここではσ32とσ70）、そして対象となるプロモーターDNA（鋳
型）を混合し、in vitro において転写反応を実施、続いて転写産物を鋳型として放射線標識
した dATP を用いた逆転写によって cDNA を合成し、ポリアクリルアミドゲルによって分
離検出した。また、放射線標識したそれぞれの dNTP を用いたシークエンシング反応のサ
ンプルを同時に電気泳動に供することで、転写開始点を正確にマッピングした。その結果、
5 つの dual-σ32/σ70依存のプロモーターと 2 つのσ32依存のプロモーターが追加された（図
11）。結局、合計で 29 個の新規σ32プロモーターを本研究で見出した（表 3A）。また、過去
にσ32依存のプロモーターとして提唱されていたが本研究でのDNA microarray実験では有
意な誘導が認められなかった7つのプロモーターについても in vitroの転写実験を行ったが、
σ32 依存の転写産物は検出されなかった（表 3C）。Zhao et al. (2005)が electrophoretic 
mobility gel shift によりσ32との相互作用を提唱した ldhA、macB、ybbN の 3 つのプロモ
ーターについては、今回の 5’RACE と in vitro 転写のいずれにおいても“functional”なプロ
モーターとして見出されなかった（表 3B）。これらに関しては既報で偽陽性の結果を得た
可能性あるいは本研究で偽陰性の結果を得た可能性が考えられる。 
 
σ32プロモーターの特徴 
29個の新たに同定されたσ32依存のプロモーター、20 個の今回確認された既知のσ32依存
のプロモーター、そして 2 つの今回確認されなかったが（本研究での DNA microarray に
遺伝子が載っていなかったため）過去に実証されているσ32依存のプロモーター、これらを
合計すると 49 個の TU をドライブする 51 個のσ32依存のプロモーターが知られることとな
った。本研究ではσ32プロモーターを大幅に増加させたことから、より多くのそして精度の
高いプロモーター配列の情報が得られた。そこで、これらのプロモーター配列をソースに、
モチーフの検索ツールである WCONSENSUS（Hertz and Stormo 1999）を使用し、保存
されたσ32プロモーターエレメントの同定を行った。50 個の染色体上のプロモータ （ーrepE
は F 因子上に存在するためここでは考慮しない）の保存されたプロモーター配列モチーフ
と配列上の特徴を表現する sequence logo を図 12A に示した。非常に高度に保存された-10
と-35 モチーフが明らかとなった。information content（Iseq）と呼ばれる配列情報のスコ
アを計算すると 18.3 bit となり、σ70の 9.2 bit（Shultzaberger et al. 2007）に比べ非常に
高いことがわかった。これは、それだけ強いプロモーターの配列傾向（コンセンサス配列）
を持つことを意味する。なお、information content（Iseq）は以下に示す数式で定義される
（Schneider et al. 1986）。 
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i は対象配列内のポジションを、b は可能な塩基（A/G/T/C）を、fb,iはポジション i、塩
基 b の観察される頻度を、pbはゲノム全体での塩基 b の頻度を（A/G/T/C それぞれ 0.25 と
仮定）示す。 
実際には、information content を決めている特徴的な配列は専ら-10（CCCATWT）と
-35（TTGAAA）のコア配列であり、スペーサーの配列の保存性はきわめて低いことが明ら
かとなった。図 12B、図 12C には各プロモーターエレメント間の距離の分布を表すヒスト
グラムを示した。ほとんどのプロモーターは-10 と+1 の間に 7 nt のスペーサーを、-10 と-35
の間に 13-14 nt のスペーサーを持つことがわかった。一方で、5 つのプロモーターは極端
に短いスペーサーを持つことがわかった（図 12B）。このうちの 4 つは保存配列からかけ離
れた-35 配列を保持していることから、最適なスペーサーを介して-35 近傍で非特異的な結
合をしている可能性が考えられる。或いは、これらは共通して A/T-rich なスペーサー配列
を持つことから、RNAP との結合の際にプロモーターをねじれさせることで短いスペーサ
ーを介してでも-35 との結合を可能にしているという可能性も考えられる。図 12D にはプ
ロモーターから ORF までの距離の分布を表すヒストグラムを示した。σ32 依存プロモータ
ーの多くは翻訳開始点から非常に近い範囲に存在しており（66%のσ32 依存プロモーターは
翻訳開始点から 100 nt 以内に存在している）、この点はσ70依存プロモーターに類似してい
ることがわかった（Burden et al. 2005）。図 12E にはσ32とσ70のコンセンサス配列の比較
を示した。-35 は 1 塩基が異なるのみで非常によく類似しており、また-10 についても部分
的に非常によく類似していた。実際に本研究でσ32 とσ70 のプロモーターのオーバーラップ
がいくつか確認された。プロモーターのコンセンサスの類似性とプロモーターのオーバー
ラップについては考察のセクションで再び述べる。 
次に-35～-60 付近に存在することが知られる UP エレメントの探索を行った。UP エレ
メントは A/T-rich モチーフからなるプロモーターエレメントであり、RNAP のα-C 末端ド
メイン（αCTDs）と結合することで転写を調節する機能を持つ（Ross et al. 1993; Esterm et 
al. 1998）。-35 に近い領域（“Proximal”と呼ぶ; -36～-51）、遠い領域（“Distal”と呼ぶ; -46
～-60）、全体を含む領域（“Complete”と呼ぶ; -36～-60）の 3 つの領域にわけてモチーフの
探索を行った（探索には WCONSENSUS を使用）（図 13）。その結果、約 40%のσ32 プロ
モーターがこれらの UP エレメントのモチーフを持ち、このうちの約半数が“Distal”モチー
フのみを持つ、そして 残りの半数が“Complete”もしくは“Complete”、 “Proximal”、 
“Distal”の組み合わせを持つことが明らかとなった（図 14）。実際、rrnB P1 プロモーター
の上流領域には 3 つのモチーフが全て存在し、σ32依存での転写開始に寄与していることが
示されている（Newlands et al. 1993）。興味深いことに、σ70プロモーターでは“Proximal”
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のみを持つことは一般的に見られることであるが、一方でσ32 プロモーター（図 14）とσS
プロモーターでは（Typas and Hengge 2005）“Proximal”のみを持つケースは存在しない。
おそらくは、αCTDs と相互作用をすることで“Proximal”に依存する転写を促進するσ70 分
子上の残基が、σSにおいては保存されておらず（Typas and Hengge 2005）、またσ32にお
いては非常に僅かにしか保存されていないためであろうと想像される。 
 
σ32レギュロンメンバーの局在と機能の分類 
次に確証のとれた一連のσ32レギュロンメンバーに対して、局在と機能による分類を行っ
た（表 4A, B）。本研究では相当数のσ32レギュロンが新たに見出されたため、これらの局在
や機能を見ることで、σ32のこれまで知られていなかった新たな機能や役割が浮かび上がっ
てくることが期待された。まず、局在に関する重要な所見として、有意な数のレギュロン
メンバーが細胞膜に局在するタンパク質をコードすること（~25%）が明らかとなった。こ
のことから、σ32による応答の役割の一つがストレス時の細胞膜のモニターと恒常性維持に
ある可能性が示唆された。これまで、σ32が細胞質、そしてσE がペリプラズムの恒常性維持
を担っていることが明らかとなっていたが、細胞膜（内膜）の担当がブラックボックスで
あった。本研究で相当数の膜タンパク質がσ32がによって支配されており、かつこれらの膜
タンパク質の機能の多くが内膜の恒常性維持と関連し得ることが明らかとなったというこ
とは、σ32が内膜の恒常性維持の重要な役割を担っているということの傍証と言える。 
また、これまで専らシャペロンやプロテアーゼが代表的なレギュロンメンバーとして知
られていたが、本研究による網羅的なレギュロン全体像の解明によりσ32の新たな一面が浮
かび上がった。σ32レギュロンメンバーの中には細胞内 DNA の安定保持や修復に関わるも
のが散見されることから、DNA の制御との関わりが考えられた。また、レギュロンメンバ
ーの中には tRNA や rRNA の産生やプロセシングに関るものが散見されることから、RNA
や翻訳機能の恒常性維持への役割が考えられた。中央代謝や物質の膜輸送とも密接な関連
がみとめられた。σ32はマスターレギュレーターであり、他の転写調節因子の発現制御や転
写装置そのものの制御にも関与することが明らかとなった。このように、σ32 による HSR
は、これまで知られていたダメージを受けた細胞質のタンパク質の保全という役割だけで
はなく、熱によるストレスに対するより全般的な細胞質の恒常性維持や細胞膜の恒常性維
持の重要な役割を担っていることが強く示唆された。σ32の新たな機能の側面については考
察のセクションで更に詳しく述べる。 
 
外来タンパク質の発現によるσ32依存 HSR の誘導 
ここまでの解析により、σ32による内膜の恒常性維持への役割が示唆されてきた。そこで、
σ32 が内膜のセンサーとしての機能を有しているかについて更なる解析を行うこととした。
感知しているシグナルが何であるかを探る上で、タンパク質の過剰発現による応答をグロ
ーバルに解析する手法は有効である。例えば、ポーリンの過剰発現はσE によるペリプラズ
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ムのストレス応答を誘導することが知られており（Mecsas et al. 1993）、更にその後の研究
によりアセンブルが正常に行われなかったポーリンの蓄積によってσE 誘導へのシグナル伝
達が開始されることが明らかとなった（Walsh et al. 2003）。そこで、E. coli K-12 株の全
ORF が各々のプラスミド上に IPTG による誘導が可能なコンストラクトとして搭載されて
いる ASKA ライブラリー（Kitagawa et al. 2005）を用いて、σ32による HSR の誘導因子
を網羅的に探索することとした。ASKA ライブラリーの全プラスミドをプールし、そして
σ32依存であることが知られるhtpGプロモーターに lacZを連結したレポーターを保持する
菌株に同プラスミドプールを導入し、平均的なσ32 活性よりも高い活性を示すクローンを
triphenyltetrazolium lactose 指示薬を含むプレートから拾い上げた（白コロニー；ラクト
ースの資化能を指標とした）。更に候補クローンを MacConkey lactose プレート（赤コロニ
ー）及び Xgal + IPTG プレート（青コロニー）にて確認した。27 個の候補クローンを取得
し、シークエンシングにより HSR の誘導に関与した ORF を同定した（表 5）。27 個の候
補クローンは重複を除くと 25 個の ORF に集約された。その結果、σ32を活性化させた因子
の~60%が膜タンパク質をコードしていることが明らかとなった。E. coli の全タンパク質の
20%が膜タンパク質である（Serres et al. 2004）ことから考えると、60%という数字は有意
に膜タンパク質に偏っていることを示している。これは、σ32による内膜の恒常性維持と内
膜の状態のセンスという役割に関して、その可能性を支持する結果と言える。σ32分子の多
くが SRP 依存で内膜に運ばれ（Lim et al. 2013）、そして内膜のプロテアーゼである FtsH
によって制御される（分解される）（Herman et al. 1995; Tomoyasu et al. 1995; Tatsuta et 
al. 1998）ことを考慮すると、こうしたσ32 と内膜の恒常性維持との関連は非常に理にかな
った機構である。一方で、全ての膜タンパク質が HSR を誘導するわけではない（例えば
LacY はσ32を誘導しなかった）。
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図 8  σ32プロモーター解析のスキーム 
σ32 プロモーター解析のスキームと各解析の過程で検証されたプロモーターの数を示した。赤字は本研究に
おいて検証済みと認定されたσ32 のプロモーターの数を、青字は本研究において確認できずと認定された
σ32のプロモーターの数をそれぞれ表す。DNA microarrayにおいてσ32の過剰発現で有意に誘導された 105
個の遺伝子は 66 個の TU（Transcription Units）に分類され、最終的には既知のσ32 プロモーターを含む
合計 51 個のσ32 プロモーターが見出された。“Known”は既知のσ32 プロモーターを、“New”は新規のσ32 プ
ロモーター（候補）を表す。なお、図中の「14 promoters (13 TUs)」の表記は、htpG プロモーターが 2
つのプロモーターを持つため TU の数よりも promoter の数が 1 つ多くなることによる。「6 promoters (4 
TUs)」の表記は、mutL miaA hfq hflX hflK hfl オペロンにプロモーターが 3 つ含まれるため TU の数よ
りも promoter の数が 2 つ多くなることによる。13TUs、29TUs、4TUs、21TUs の合計が 67 となり、66TUs
よりも 1 多くなることは、dnaK の 2 つのプロモーターが重複してカウントされているためである。 
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図 9  rpoH 過剰発現後のσ32レギュロンの発現プロファイル 
(A) rpoH 過剰発現後のσ32 の活性。IPTG による rpoH 誘導後の各タイムポイントでの DnaK、GroEL の
合成速度をパルスチェイスにより解析した。対数増殖期の CAG50002 株（IPTG 誘導可能な rpoH 遺伝子
を持つ）の 30℃、M9 complete (w/o L-Met)培地での培養液に、OD450=0.3（t=0）で IPTG を添加し rpoH
を誘導した。  （次頁に続く） 
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図 9（前頁からの続き） 
 
データは0分での合成速度で標準化した（0分での合成速度を1とした）。(B) rpoH過剰発現株（CAG50002）
と野生株（CAG50001）の比較において抽出された 105 個の遺伝子（rpoH 過剰発現後に有意に発現が変
化した遺伝子）の Hierarchical clustering。各タイムポイントでの 3 つの独立した実験データからの平均
値を用いて色付けを行った。ただし、10 分のデータは 4 つの独立した実験データの平均値からなる。
CAG50002 対 CAG50001 において、赤色は CAG50002 で mRNA が増加、緑色は CAG50002 で mRNA
が減少したことを表す。色の濃さは発現量を反映しており、最も濃い最大値は 4 倍以上の変動を表す。最
上部に rpoH 誘導後のタイムコースと各遺伝子の遺伝子 ID と遺伝子名を示した。(C, D) rpoH 過剰発現後
に有意に発現が増加した遺伝子の SOM 解析。各遺伝子の独立した 3 連のタイムコースの各時点での平均
値を用いた。各遺伝子は、発現の早さ（fast/slow; C）もしくは、強さ（strong/weak; D）によりグループ
化されている。各グループの遺伝子の各時点での平均値を用い、各グループの変化の様子をグラフ化した。
(C)では発現の応答速度を示すために、強度によって標準化した。(D)では発現の強度を示すために、生デ
ータを使用した。いずれも log2 の値を示した。 
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表 3  σ32レギュロンメンバー 
 
 
 
（次頁に続く） 
 
 
 
 
  
Transcription Unique ID Induction Evidence
Unit Ratio Distance Sequence
dnaK<P1> dnaJ yi81_1yi82_1 b0014-7 18.2 F,St -150 CTTGATGACGTGGTTTACGACCCCATTTAGTAGTCA K (Cowing et al.  1985)
dnaK<P2> dnaJ yi81_1 yi82_1 b0014-7 18.2 F, St -75 GTTGAAACCAGACGTTTCGCCCCTATTACAGACTCA P,K (Cowing et al.  1985)
ileS lspA fkpB ispH b0026-9 3.3 S, W -198 GTTGCAATGGACCTTTACGGTCGCCATATACAAGTAG P,R
hepA b0059 3.6 S, W -360 CTTGCAATATCAGAATCGCGGCACCATTAAGTACGTA R
yadF b0126 2.4 S, W -69 GTTTAAATCGTCCCGGAGTTGCCCTATATTAGCCAAA P,T
yafD yafE b0209-10 6.3 F, St -86 GTTGAAAGAGTGAGCTAAAATCCCTATAA P,R
ribE nusB thiL pgpA b0415-8 9.9 S, St -178 CTTGAGAAATTAGCCGACGCCCCCCAATTTAAATTC P,R
clpP clpX b0437-8 11.4 F, St -108 CTTGAAATATGGTGATGCCGTACCCATAACACAGGGA P,K (Li et al.  2000)
lon b0439 9.3 S, St -111 GTTGAATGTGGGGGAAACATCCCCATATACTGACGTA K (Chin et al.  1988)
htpG<P1> b0473 18.4 F, St -80 CTTGAAATTATTCTCCCTTGTCCCCATCTCTCCCACAT P,K (Cowing et al.  1985)
htpG<P2> b0473 18.4 F, St -71 ATTCTCCCTTGTCCCCATCTCTCCCACATCCTGTTTTT P,K (Cowing et al.  1985)
ybeD lipB b0631-0 9.5 F, St -99 CTTGAAAGTGTAATTTCCGTCCCCATATACTAAGCA P,T
ybeZ ybeY ybeX cutE b0660-57 7.4 F, St -126 CTTGTTTTTTCTCTCTTTATCCCCATCTTTATTGCA P,R
glnS b0680 3.4 S, W -130 CTTTTTTTTTCATCAATCATCCCCATAATCCTTGTTA P,T
yceJ yceI b1057-6 1.5 S, W -62 GTTGCAATTCATTCTCCGACACGCCATTTTCTTTCTCT P,T
yceP b1060 6.9 F, St -111 CTTTAAAAATTCGGTGAATACCCTTACTTATTGGTATA P,R
phoP phoQ b1130-29 6.9 S, St -76 GTTTATTTAATGTTTACCCCCATAACCACATAA P,R
topA b1274 6.0 F, St -104 GTTGATATCCGCAGAGAGCGAGTCCATATCGGTAACT P,K (Lesley et al.  1990)
yciS yciM pyrF yciH b1279-82 3.7 F, W -143 GTTGATTTTCCGAATTTAGCCCTTAAATCATCAACA P,R
ycjX ycjF tyrR b1321-3 6.9 F, St -83 GTTGATAATCAATGGCCTGGCCCCCACATTCATATC P,R
mlc ynfK b1594-3 5.5 F, St -62 ATTGAAGTGCTTCACCATAGCCTACAGATTATTTCG P,K (Shin et al.  2001)
ydhQ b1664 11.3 S, St -110 GTTTAAACAGAGTTGTTTGCCACCATCTCAAATCTG P,R
gapA yeaD b1779-80 2.4 S, W -190 CTTTAAAATTCGGGGCGCCGACCCCATGTGGTCTCAAG P,K (Charpentier and Branlant 1994)
sdaA b1814 3.9 F, W -155 CTACTTGAGACAATCATCGCAATATTAGTTAAA R
htpX b1829 12.1 F, St -77 CTTGAAAATAGTCGCGTAACCCATACGATGTGGGTA P,K (Kornitzer et al.  1991)
narP b2193 2.3 S, W -115 GTTGTAGTTTTCACTACATGTCCATACATAAAATGGGG P,R
clpB b2592 21.5 F, St -67 CTTGAATAATTGAGGGATGACCTCATTTAATCTCCA P,K (Kitagawa et al.  1991)
grpE b2614 14.2 F, St -74 CTTGAAACCCTGAAACTGATCCCCATAATAAGCGAA P,K (Lipinska et al.  1988)
yfjN b2630 2.0 S, W -45 GTATTATTGTAGAGTTTCCCCATATGTTTCTATG P, T
ygaD recA b2700-699 2.4 S, W -81 GTAAAATTGCAACGCCAACACCATCTTCCTGACG R
ygbF b2754 1.9 F, W -99 CTGGAGAAATACAACCGCCGGCCCCACCTGAAGATGCA P,R
xerD dsbC recJ b2894-2 2.1 S, W -140 CTGGAACCGTAAAAAAGACCCATATTCATAACG P, T
rdgB yggW b2954-5 3.9 S, W -97 ATTGAAAAAGGCGAACTTGGCCGCCACAA P,R
rpoD b3067 10.5 F, St -395 CTTGAAAAACTGTCGATGTGGGACGATATAGCAGATA K (Cowing et al.  1985)
rrmJ ftsH folP b3179-7 7.4 F, St -103 ATTGAAAACGGGTCATTCTACCGCCATCTCCCATATA P,K (Herman et al.  1995)
yhdN zntR b3293-2 11.9 F, St -73 GTTTTTTTATACCCGTAGTATCCCCACTTATCTACAA P,R
(yrfG) yrfH hsp33 b3399-401 17.0 F, St -274 CTTGATTTATTACTTTCCACCCACACATTTGGTTATC P,R
(gntX) gntY b3413-4 8.8 F, St -202 CTTGAATTGCCCGTGCAAGGTCGCCATATGGTGATTG P,R
prlC yhiQ b3498-7 9.2 F, St -92 ATTGAAATTCACTACACTTAACCCCATGCTACACACA P,T
mutM b3635 12.4 F, St -58 GTTTTTTGTTATCTGCTTGCCCCCATATTGACTGCA P,R
ibpA ibpB b3687-6 13.4 F, St -131 CTTGAAAAGTTCATTTCCAGACCCATTTTTACATCG P,K (Chuang et al. 1993a)
hslV hslU menA b3932-0 15.5 F, St -97 GTTGAAACCCTCAAAATCCCCCCCATCTATAATTG P,K (Chuang et al. 1993a)
fxsA b4140 4.4 F, W -96 CTTGAAATTTTGCTAATGACCACAATATAAGCTAAA P,R
groES groEL b4142-3 9.1 F, St -109 CTTGAAGGGGCGAAGCCTCATCCCCATTTCTCTGGTCA P,K (Cowing et al.  1985)
mutL miaA hfq hflX hflK hflC b4170-5 N/A -402 CTGGCGAACAGTCAGTCTGACCCCTATTTAAGCCAGG K (Tsui et al.  1996)
miaA hfq hflX hflK hflC b4171-5 9.9 F, St -307 ATTGATTTCCAGTCAGATGCACAGCATGTGACCATCAG K (Tsui et al.  1996)
hfq hflX hflK hflC b4172-5 5.0 F, W -926 GTTGATAAGCGTTGATTCTGCCCTTATTTACAAAGGGA K (Tsui et al.  1996)
holC valS b4259-8 3.9 F, W -29 ATTTAAATCCACCACAAGAAGCCCCATTTATGAAAAA P,R
creA creB creC b4397-9 2.1 S, W -315 CTTGGAATAACCTGCTTTCGCCGCTACATTGTCGAGCG R
σ32 promoter
A) Significantly induced and identified promoter
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表 3 （前頁からの続き） 
 
 (A)rpoH の過剰発現により誘導される遺伝子のうち、上流に実験による検証済みのσ32 プロモーターを持
つ遺伝子。(B) rpoH の過剰発現により誘導される遺伝子のうち、上流に実験によるσ32 プロモーターが確
認できなかった遺伝子。(C) rpoH の過剰発現により誘導が確認されなかった遺伝子のうち、文献にてσ32
プロモーターが報告されている遺伝子。(Transcription unit)TU は染色体上の順番に並べられている。TU
内の遺伝子は転写の順番で並べられている。括弧で示されている遺伝子は誘導されるが、ORF 内にσ32 プ
ロモーターが存在するため翻訳されていないと予想される遺伝子。幾つかは 1 つの TU に 2 つ以上のσ32
プロモーターが存在する（dnaK dnaJ yi81_1 yi81_2 と htpG オペロンには 2 つ、mutL mia hfq hflX hflK 
hflC オペロンには 3 つ存在する）。複数のプロモーターを保持する TU も 1 つの TU としてカウントする
ため、TU の総数は 66 となる（A と B の合計）。(Ratio)TU の先頭の遺伝子の平均の発現誘導の率
（rpoH-induced/rpoHwt）（10 分のタイムポイントにおける）。SOM による誘導の kinetics（図 9）の情報
も含む。(F)fast、(S)slow、(St)strong、(W)weak。(σ32 promoter) 同定されたもしくは予想されたσ32 プ
ロモーター。(Distance)TU の先頭の遺伝子の翻訳開始点からの-35 モチーフ 5’末端までの距離。
(Sequence)-35、-10、転写開始点（下線）を含むσ32 プロモーターの配列。(Evidence) σ32 プロモーターの
根拠。(K)既知。(P)MEME と BioProspector の両方による予想。(R)5’RACE による確認。(T) in vitro 転
写実験による確認。(Tf) in vitro 転写実験を行ったが、σ32依存の転写産物が確認されなかった。 
（注）：microarray でのシグナルが弱かったために mutL の正確な発現データは得られなかった。
microarray に存在しない遺伝子である repE と rrnB の発現データは存在しない。5’RACE での配列解読
が不明瞭であったため、yafD と yggV の正確な+1 は得られなかった。holC の+1 はこれまでに提唱されて
いた翻訳開始点の 8  nt 下流に当たるため、別の翻訳開始点が存在する可能性を含む。  
araB b0063 11.8 S, St -136 ATTGATTATTTGCACGGCGTCACACTT P, Tf
sbcD b0398 2.9 S, W
phoB phoR b0399-0 5.1 S, W
ybaO b0447 4.5 S, W
ybbN b0492 11.6 F, St Tf
galT b0758 2.9 S, W
macB b0879 2.0 S, W Tf
cspD b0880 4.1 S, W -133 TGTCAAATGCTTGACGGCTCGCCCTAATT P, Tf
yljA clpA b0881-2 3.5 S, W
yccV b0966 2.4 F, W
ycgU b1201 1.2 S, W
ldhA hslJ b1380-79 15.8 S, St -104 GTTGATGAATTTTTCAATATCGCCATAG P, Tf
acpD b1412 1.5 S, W
nohA b1548 1.3 S, W
ydiH b1685 1.5 S, W
yi81_3 b2394 4.7 S, W
ffh b2610 2.9 S, W
sdaC sdaB b2796-7 5.3 S, W -272 GTTTAATGGGCAAATATTGCCCTTAAAT P, Tf
yrdA b3279 7.7 F, St
yheL b3343 4.7 F, W
recF gyrB b3700-699 4.4 S, W
repE F factor no data -62 ATTGACTCTTTTTTATTTAGTGTGACAATCTAAAAACTTGTCACACTTK (Wada et al.  1987)
rrnB P1 b3968 no data -329 CTTGTCAGGCCGGAATAACTCCCTATAATGCGCCACCA K (Newlands et al.  1993)
htpY b0011 1.1 -120 TTTGAGGGGAAAATGAAAATTTTCCCCGGTTTCCGGTATC K,Tf (Missiakas et al.  1993)
ppiD b0441 1.8 -105 CTTGTGGGCTGACAATTGCCCCCGTTTCT K,Tf (Dartigalongue and Raina 1998)
pphA b1838 1 -449 GGCGAAAAAATGAGTCTGGCACCGTTTATAGAAC K,Tf (Missiakas and Raina 1997)
ptsH ptsI b2415 1.2 N/A N/A K,Tf (Ryu 1998)
htrM b3619 0.8 -152 CATGAAGGACTAGCTAAAACCCAAACTAGTT K, Tf (Raina and Georgopoulos 1991)
htrC b3989 1.1 -69 CTGAACTAATTGAGTCAAACTCGGCAAGGATTCGATA K,Tf (Raina and Georgopoulos 1990)
metA b4013 1.1 -76 ATTGGCAAATTTTCTGGTTATCTTCAGCTA K,Tf (Biran et al.  1995)
B) Significantly induced but no identified promoter
C) Not significantly induced but reported promoter
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図 10  5’RACE によるσ32特異的な転写開始点の同定 
(A) 5’RACE の手法の概念図（実験材料と実験方法参照）。(B) 5’RACE の結果 22 個のσ32 依存のプロモー
ターが確認された。σ32 特異的な転写産物を検出するため、rpoH+と rpoH-株（CAG50002 と CAG50003）
からの mRNA を RNA oligo の付加によって 5’ラベルし、逆転写、PCR 増幅を経て 7.5%PAGE にて可視
化した（実験材料と実験方法参照）。rpoH+で見られるが rpoH-では見られないバンドをσ32 特異的とみな
した。まず 2 つの既知のσ32 依存プロモーターである dnaK と ibpA のテストにより系の作動を確認、そし
て 50 個の新規のσ32 で誘導される TU から 22 個の新規のσ32 依存プロモーターを見出した。表示している
図は各 2 連で行った、2 つの新規（ileS、yrfH）と 2 つの既知（dnaK、ibpA）のデータ。 
[46] 
 
 
 
 
図 11  in vitro 転写でのσ32による転写産物の検出 
11個の予想プロモーターのうち 7つにおいてσ32による転写産物が見られた（図に示した 7プロモーター）。
そのうち、5 つにおいてはσ70 による転写産物が同時に検出された（yadF、ybeD、glnS、yceJ、xerD）。
実験系の作動を確認するため 6 つの既知のσ32 プロモーターを用いた実験も同時に行った。各プロモータ
ーのテンプレートに RNAP 及びσ32 もしくはσ70 を添加し multiround in vitro 転写によって行った。放射
線標識された dATP を用いた転写産物からの逆転写によって cDNA を合成、6% PAGE で分離し可視化し
た。 
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図 12  50 個のσ32依存プロモーターからのコアプロモーターモチーフ 
51 個の検証済みのσ32 プロモーターのうちの 50 個より導き出されたコアモチーフの Sequence Logo（表
3A,B 参照）（repE プロモーターには複数の転写開始点があり-10 と-35 を特定することが困難であったた
め、解析から排除した）。全ての配列を転写開始点を中心に整列させ、WCONSENSUS を使用した上流の
保存された小領域の検索により-10 と-35 を決定した（実験材料と実験方法参照）。(A)-35、-10、+1 転写開
始点の Sequence Logo（Crooks et al. 2004）。転写開始点の解析は 43 個のプロモーターによって行った。
7 つのプロモーターは、複数の転写開始点を持ち明確な優先順位がないため（htpG P1、 htpG P2、yceJ、
rrmJ、yrfH）、もしくは転写開始点が明確でなかったため（yafD、rdgB）解析に含めなかった。各保存さ
れた領域の information content（Iseq）を示した。(B)-35（TTGAAA）と-10（CCCATAT）モチーフ間の
距離のヒストグラム。(C) -10（CCCATAT）モチーフと+1 の間の距離のヒストグラム。(D)50 個のσ32 プ
ロモーターに対する翻訳開始点から転写開始点までの距離のヒストグラム。(E)σ32 とσ70のコンセンサスプ
ロモーター配列の比較。 
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図 13  σ32プロモーター上流の A/T-rich モチーフの Sequence Logo 
WCONSENSUS を用いて 50 個のσ32 プロモーターに対して-35 上流の検索を行った（repE を除く）。
“Distal”、“Proximal”、“Complete”モチーフがそれぞれ-46～-60、-36～-51、-36～-60 の領域から見出さ
れた。-35 モチーフの最初の“T”を-35 と定義し、-35 をアラインメントのポジションの基準とした。 
 
  
[49] 
 
 
 
 
図 14  σ32プロモーター上流の A/T-rich モチーフの位置関係図 
図 13 で見出された“Distal”、 “Proximal”、“Complete”A/T-rich モチーフの配置を示した。 
  
[50] 
 
表 4  局在と機能によるσ32レギュロンの分類 
  
 
検証済みのσ32 プロモーターでありかつ染色体にコードされているレギュロンメンバーのみを取り扱った。
確かな局在の情報がないタンパク質は unknown に分類した。機能が既知もしくは予想されているタンパ
ク質と有意な相同性が見出されないタンパク質は unknown function とした。 
a “membrane”のアノテーションの中で、内膜に局在すると想像される膜タンパク質。 
 
 
 
 
 
表 5  熱ショックのインデューサー 
 
a 27 の配列が解読された遺伝子の中で 2 度重複して取得された遺伝子 
 
A/ Location Regulon members
Periplasm (2) DsbC YceI
Inner Membrane (18)
CreC CutE FtsH FxsA GntY
a
 HflX HflK HflC HtpX LipB
a
 LspA MenA PgpA PhoQ
YbeX
a
 YbeZ
a
 YceJ
a
 YcjF
a
Cytoplasm (48)
ClpB ClpP ClpX CreB DnaJ DnaK FkpB GapA GlnS GroELS GrpE HepA Hfq HolC
Hsp33 HslU HslV HtpG IbpA IbpB IleS IspH Lon MiaA Mlc MutL MutM NarP NusB
PhoP PrlC PyrF RecA RecJ RdgB RpoD rrnB  RrmJ SdaA TopA TyrR ValS XerD
YciH YfjN YrfH ZntR
Unknown (25)
CreA FolP RibE ThiL YadF YafD YafE YbeD YbeY YceP YciH YciM YciS YcjX
YdhQ YeaD YfjN YgaD YgbF YggW YhdN YhiQ yi81_1 yi82_1 YnfK
B/ Functional category Regulon members
Metabolism
CutE FolP GapA IspH LipB LspA MenA PgpA PyrF RibE SdaA ThiL YadF YafE YceJ
YggW YgaD
Chaperone/Folding catalysts ClpB DnaJ DnaK DsbC FkpB GroELS GrpE Hsp33 HtpG IbpA IbpB
Protein degradation ClpP ClpX FtsH HflX HflK HflC HslU HslV HtpX Lon PrlC
DNA modification HolC MutL MutM RecA RecJ RdgB TopA XerD
RNA state GlnS Hfq IleS MiaA rrnB  RrmJ ValS YciH YfjN YrfH YbeD
Transcription regulators CreB CreC HepA Mlc NarP NusB PhoP PhoQ RpoD TyrR ZntR
Transporter YbeX YbeZ
Miscellaneous FxsA GntY YciH YfjN YhiQ yi81_1 yi82_1  YciM YciS
Unknown function CreA YafD YbeY YceI YceP YcjF YcjX YdhQ YeaD YgbF YhdN YnfK
Location HSR inducers
Periplasm (3) MalM RzpD YbjL
Inner Membrane (14)
FecE FecR FliL GspO HybC LepA LpxK YdgK YhhQ YiiR
YijD
a
 YmgF YqjE YrbC
Cytoplasm (5) Cca FabB YccR
a
 YieM YqaE
Unknown (3) CreA YagY YbbC
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図 15  発現挙動とσ32プロモーターの有無の関連 
図 9 での SOM 解析における分類と、プロモーター解析により見出されたσ32 プロモーターの有無の関連。
発現のキネティクス（fast/slow）と発現の強度（strong/weak）による 4 象限への分類とσ32 プロモーター
の有無（青色の円）による分類。数値は分類されるプロモーターの数を、%は各 4 象限の分類区のσ32 プロ
モーターの保有率を表す。 
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1-3 まとめと考察 
 σ32レギュロン解明のアプローチと結果について 
本章では、グローバルな手法を用いることでほぼ網羅的にσ32レギュロンを解析した。そ
の結果、σ32のレギュロンがこれまで知られていた以上に広範であり、多面的な機能を担っ
ていることが明らかとなった。本研究により 29 個の新規σ32プロモーターと 57 個の新規レ
ギュロンメンバーが明らかとなった。現状では合計で 51 個のσ32 プロモーターと 49 個の
TU、そしてこれらの中に存在する 89 個の染色体上の ORF と 1 つの rRNA、1 つの F 因子
上の ORF が知られることとなった（表 3）。本研究での手法により既知のσ32依存 TU が高
効率で探し当てられていることから考えると、一連の解析により相当数のσ32依存 TU が同
定され、ほぼ全貌が解明されたものと推測される。25 個のこれまでに提唱された TU のう
ちの 23 個の TU が array に存在し、そのうちの 16 個がσ32の過剰発現によって顕著な誘導
を示した。7 つの誘導されなかった TU は筆者が行った in vitro、in vivo のいずれの系にお
いてもσ32 依存の転写がみとめられなかっただけではなく、σ32 プロモーターのコンセンサ
ス配列から非常にかけ離れていることがわかった（表 3C）。従って、これらの 7 つの TU
は、他に何らかの制御因子を必要としている、あるいはもともとσ32には認識されないとい
う可能性が考えられる。結局、本研究での DNA microarray に存在する ORF に関しては、
過去に提唱されたTUのうちで確度が高いと考察される全てのTUの確認を取ることができ
たと言える。 
DNA microarray は簡便かつ効率的に、そして網羅的に遺伝子を解析する上で非常に有
用な手法である。しかしながら、ある刺激に対する直接の応答だけではなく、その応答に
よって引き起こされる 2 次的、3 次的な遺伝子発現の変化までをも拾い上げてしまう（実際
に本研究でσ32 が多数の転写調節因子を制御下に収めていることが明らかとなった）。従っ
て、本研究のようなある特定のσが直接支配するプロモーターとレギュロンの解明という目
的のためにはこれだけでは十分とは言えない。そこで本研究では、生化学的な実験による
検証のステップを組み込んだ。これにより、σ32が直接支配するプロモーターとレギュロン
を精度良く見つけ出すことに成功した。一方で、DNA microarray による発現データのキネ
ティクスを丁寧に見ることで、直接支配される遺伝子に特徴的な挙動を捉えることができ
た。図 15 には図 9 に示した SOM 解析による発現パターンの特徴でのグループ分けの結果
（各グループに含まれる各々の遺伝子は表 3 に示されている）と後の解析でσ32プロモータ
ーを持つことが判明した遺伝子の数の関係を示した。その結果、「早い」かつ「強い」遺伝
子は実に 98%がσ32 プロモーターに直接支配される遺伝子であった（31 遺伝子中で当たり
が 29、外れが 2）。続いて、「早い」「弱い」では 88%と比較的高い確率を示した。「早い」
ということが非常に重要であると言える。一方で「遅い」グループはσ32プロモーターの直
接支配である確率が大きく下がった（「遅い」「強い」で 70%、「遅い」「弱い」では 62%）。
「早い」グループと「遅い」グループの違いは誘導後 2.5 分で発現が上がるか 5 分で上がる
かの僅かな違いである（図 9C）。こうした僅かな違いを丁寧に見ることで、レスポンスの
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早いバクテリアであっても誘導のカスケードを DNA microarray で捉えることが可能と考
えられた。 
 
σ32プロモーター 
本研究により確証が得られた50個のプロモーター配列により、非常に強く保存されたコ
ンセンサス配列が明らかとなった（図 12）。保存された塩基の重要性は、Wang and 
deHaseth （2003）が groE プロモーターのコア配列を一つずつ全て置換した変異プロモー
ターの解析から導き出された“functional promoter”と概ね一致した。図 12E にはσ32とσ70
のコンセンサス配列の比較をした。-35 は 1 塩基が異なるのみで非常によく類似しており、
また -10 についても部分的に非常によく類似していることがわかった（ σ70 ：
TTGACA-N17-TATAAT、σ32：TTGAAA-N14-CCCCATWT）。-35 からのスペーサー長から
考えると、おそらくσ32の-10 領域のコンセンサス配列である CCCCATWT のはじめの 2 つ
の CC はσ70の E-10（extended -10）のポジションに、後ろの ATAT は-10（TATAAT）の
ポジションに相当すると考えられる。σ32 では非常によく保存された特徴的な E-10 である
CC をもつことがわかった。σ32はσ70に比べσが持つプロモーターの melting の能力が低い
ために、代わりに強力なプロモーター配列を必要とすることがわかっている（Koo et al. 
2009c）。また CCCCATWT の中心付近に位置する A は 100%保存されていることから、
melting の開始時にはじき出される（flip）重要な-11 位の A と考えられる（Lim et al. 2001; 
Schroeder et al.2009）。 
これまで知られていた rrnBP1（Newlands et al. 1993）に加え、今回新たに 5 つ（yadF、
ybeD、glnS、yceJ、xerD）の dual-σ32/σ70 依存のプロモーターを見出した。ただし ybeD
は in vitro 転写実験の結果からは、σ32とσ70の転写において 2~3 bp ほど転写開始点がずれ
ていることがわかる。これに対しては、完全にプロモーターがオーバーラップしているが
転写開始点は異なる可能性と、プロモーターがそもそも完全にはオーバーラップしておら
ず 2~3 bp ほどずれている可能性が考えられる。σ32とσ70のコアプロモーター配列の類似性
から考えると両ホロ酵素は同じコアプロモーター配列を認識することは自然なことと考え
られる。しかしながら、5’RACE で確認した 22 個のσ32プロモーターはσ32 特異的な転写を
示したことからσ70 ホロ酵素が更に多数のσ32 プロモーターを認識するという可能性は非常
に低いであろう。Pseudomonas putida においてはσ32とσS のホロ酵素が両方とも Pm プロ
モーターを認識するということが知られていることから（Dominguez-Cuevas et al. 2005）、
E. coliにおいてもσ32とσSのプロモーターのオーバーラップのケースは十分あり得ると考え
られる。今回多くのオーバーラッププロモーターが見出されたことから、こうしたσによる
オーバーラップの機構と生理的な意義についても興味がもたれる。 
 
σ32 レギュロンについての考察(1)  ~σ32 による高温への適応には種々の細胞内ターゲット
が存在する~ 
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既知のσ32 レギュロンの半数以上はシャペロンもしくはプロテアーゼであったことから、
σ32レギュロンの第一の役割はタンパク質の恒常性維持であることは疑いのないことと言え
る（表 3A）。今回の結果から、σ32の役割が更に広範な細胞内ターゲットに及ぶことが明ら
かとなった。(i)まず、活性中心に鉄硫黄クラスターを持つタンパク質やリポ修飾を持つタン
パク質を十分供給するという側面でのタンパク質の恒常性維持に貢献している可能性が明
らかとなった。これらタンパク質がどの程度ダメージを受けて修復を受けているかは分か
っていないが、これら熱不安定なタンパク質が高温ストレスの状況で盛んに合成されてい
ることは知られている。σ32レギュロンには、鉄硫黄の活性中心を持つことが知られるタン
パク質（SdaA、IspH）と鉄硫黄の活性中心を持つことが推定されるタンパク質（YggW）、
そして鉄硫黄クラスターの生合成に関与することが推測される IscA ホモログ（GntY）（Giel 
et al. 2006; Angelini et al. 2008）が含まれた。GntY は 4Fe-4S クラスターを apo-aconitase
に渡す役割から、Fe-S クラスターscaffold protein と呼ばれる。また、σ32レギュロンには、
リポタンパク質リガーゼ（LipB）が含まれたことから、リポタンパク質のダメージへの対
処の機能が考えられる。(ii) σ32 レギュロンにはコファクターであるリボフラビン（RibE）、
チアミン（ThiL）、葉酸（FolP）、ビオチン（YafE）等の生合成に関与するものや、NAD
のリサイクルに関わる YgaD（Galeazzi et al. 2011）が含まれた。高温ストレス下では、こ
れらのコファクターの供給がタイトになっている可能性が考えられる。例えばRibEやFolP
は経路の分岐点の酵素であり、また ThiL は ATP 依存の酵素であることなど、高温ストレ
ス下での律速点になっている可能性は十分考えられる。(iii)今回明らかとなった現象の一つ
として、σ32レギュロンが DNA や RNA の熱への防御に働いている可能性が挙げられる（表
4B）。ゲノムを無傷の状態に保つことは生命の維持のために必須であり、おそらく熱は誤取
込（misincorporation）や染色体へのダメージを増加させるのであろう。σ32 レギュロンと
して見出された遺伝子がコードする酵素には以下のようなものが存在する；mismatch や
excision の修復に関わる MutL、MutM、一般的な組み換えの機能としての double-strand 
break を担う RecA、RecJ、site-specific recombination システムにおける染色体 2 本鎖の
分離に関与する XerD。また、σ32による応答は、おそらくは熱耐性を高めるための、RNA
の修飾にも関与する。まずは MiaA である。この酵素は既知のσ32 レギュロンであり、23S 
rRNA（FtsJ）のメチル化を行うこと（Bugl et al. 2000）、そして∆3-isopentyl-PP を t-RNA
の A37 に転移することで t-RNA を修飾することが知られている（Tsui et al. 1996）。今回
新たに見つかった IspHもまた∆3-isopentyl-PP の合成を担うことで t-RNA の修飾に関与す
る。この t-RNAの修飾は codon-anticodonのペアリングを安定化させ（Bjork and Hagervall 
2005）、そしてこの修飾ができない場合には温度感受性になること（Tsui et al. 1996）が知
られている。また、σ32のレギュロンには rRNA のプロセシングに関る遺伝子が含まれたこ
とから、高熱下での rRNA の恒常性維持にも関っている可能性が考えられる。YbeY は 16S 
rRNA の成熟化とリボゾームのクオリティーコントロールに働く endoribonuclease であり
（Davies et al. 2010; Jacob et al. 2013; Grinwald et al. 2013）、同遺伝子の欠損は高温感
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受性になることが知られている（Rasouly et al. 2009）。YhiQ（RsmJ）は 16S rRNA の
G1516 のメチル化に関与しており、同遺伝子の欠損は低温感受性になることが知られてい
る（Basturea et al. 2012）。また、機能は未知であるが、YgbF は endoribonuclease 活性
を持つタンパク質であり、何らかの RNA の成熟化に関与している可能性が提唱されている
（Beloglazora et al. 2008）。最後に、small RNA の機能に必要な RNA シャペロンである
Hfq（Chuang and Blattner 1993; Tsui et al. 1996）もσ32レギュロンに含まれた。(iv)σ32
レギュロンの機能として高温下での転写と翻訳の促進が考えられる。これまでに知られて
いたσ32レギュロンの一つである TopA は転写の一般的なエフェクターであるが（Lesley et 
al.2000）、これに加え新たに HepA と NusB がσ32レギュロンのメンバーとして今回の研究
で同定された。これら 3 因子は全て高温下で変化した supercoil に対する応答である可能性
が考えられる。過去の研究から、トポイソメラーゼ TopA（RNA polymerase associating）
は高温下での正常な転写パターンの維持に必須であり（Cheng et al. 2003）、また熱耐性に
も必須であること（Qi et al. 1996）がわかっている。HepA（RapA）もまた RNA polymerase 
associating タンパク質であり（Sukhodolets et al. 2001）、supercoil 化され強固に固めら
れた DNA から RNA ポリメラーゼを回収するときに必要である。rRNA 転写の
antitermination に働くことが知られる NusB（Zellars and Squires 1999; Torres et al. 
2004）が高温で誘導されることの意味合いは、おそらくは高温下で変化した DNA 
supercoil の状態に対応させるための rRNA の antitermination の変化であろう（おそらく
は、R-loop の形成を減らすことによって（Drolet 2006））。(v) 次に翻訳との関連について
であるが、Korber 等（Korber et al. 2000）によって過去に提唱されている。彼らは、Hsp15
（YfrH）が 50S リボゾームサブユニットを nascent chain に結合させることでリボゾーム
のリサイクルを促進している可能性を示した。そしてこの状況は高温下でより顕著となる
（Korber et al. 2000）。おそらくは致死的な高温においては翻訳が不完全な状態で終了して
しまうことがしばしばあり（VanBogelen and Neidhardt 1990）、リボゾームのリサイクル
の必要性が高まるのであろう。YciH はリボゾームに結合することが知られており、翻訳開
始因子である可能性が提唱されている（Lomakin et al. 2006）。先述の YbeY 等 rRNA の成
熟化に関るものも翻訳の促進に貢献している可能性が考えられる（Rasouly et al. 2009）。
(vi)今回の解析によりσ32は RpoD を含む 7 つの転写因子を制御するマスターレギュレータ
ーであることが明確となった。かつて E. coli の alternative σの中で唯一σSが応答を大きく
拡張することができる（種々の転写因子を誘導することで）と考えられていたが（Weber et 
al. 2005）、今回の解析によりσ32 もσS に劣らず多くの転写因子を支配下においていること
（レギュロンのうちの~8%）が明らかとなった。σ32支配下の転写因子の多くは細胞外の状
態を感知するためのものである。Mlc はグルコースを、PhoP/Q は低 Mg2+を、ZntR は過剰
の Zn2+を、そして NarP は nitrite/nitrate を感知することが知られている。興味深いこと
に、これら転写因子に支配される因子の多くは膜に局在するトランスポーターやその他の
膜タンパク質であり、細胞膜の状態とσ32 による応答を関連付ける傍証と言える。(vii)最後
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に、本研究によりσ32 と細胞膜の恒常性維持との関連が明らかとなった。これについては、
以下のセクションで詳細を述べる。 
 
σ32レギュロンについての考察(2)  ~細胞膜はσ32による HSR のターゲットである~ 
これまでに見出されていたσ32レギュロンメンバーの中には、細胞膜の品質管理において
重要な役割を担っているものがいくつか含まれた。FtsH（Herman et al. 1995）、HflX、
HflC（Chuang and Blattner 1993; Tsui et al. 1996）、HtpX（Kornitzer et al. 1991）がそ
れにあたる。FtsH とその制御因子である HflX、HflC は、アセンブルができなかった膜タ
ンパク質を分解除去する働きがあり、HtpX もまた FtsH と重複した機能をもつ。本研究に
より、σ32レギュロンメンバーによる細胞膜の恒常性維持における新たな重要な役割が見え
てきた（表 4）。これにより、主にσ32 が細胞質と細胞膜を、主にσE がペリプラズムを管理
するという分担が明確となった。以下にその所見を挙げる。 
(1) 二酸化炭素を重炭酸（bicarbonate）に変換する carbonic anhydrase（YadF）（Merlin 
et al. 2003）の発現を上げることで脂肪酸の合成のキャパシティーを向上させる。脂肪
酸合成の最初の重要なステップは重炭酸である（Merlin et al. 2003）。 
(2) トランスポーターの発現を上げることで、膜輸送の特性を変える。 
(3) メナキノン合成に関わるMenAとSS結合イソメラーゼDsbCの発現を上げることで、
タンパク質の SS 結合の形成と架け替え（isomerization）のポテンシャルを向上させ
る。なお、メナキノンは嫌気条件下での DsbB（protein disulfide oxidoreductase）の
再酸化に必要であることが知られている（Bader et al. 1999）。 
(4) シグナルペプチダーゼ II（IspA）や apolipoprotein N-acyltransferase（CutE）の発
現を上げることで、リポタンパク質の成熟化を維持する。なお、CutE は N 末のシス
テイン残基にパルミチン酸を付加することでリポタンパク質を活性化することが知ら
れている（Wu 1996）。 
(5) PgpA の発現を上げることで、脂質 2 重層の組成を変化させる。PgpA は定常期に増加
する内膜のマイナーなリン脂質である cardiolipin の合成に関与する酵素である
（Hiraoka et al. 1993）。細胞は定常期に溶菌を防ぐために様々な物質を産生するが、
cardiolipin は脂質 2 重層の安定化に寄与する可能性が考えられている。 
(6) 2 つの膜局在のヒスチジンキナーゼ（CreC と PhoQ）とそれぞれの細胞質に局在する
応答因子（2 成分制御因子のキナーゼとレギュレーター）の発現を上げることで、膜の
センシングの能力を変化させる。 
(7) LPS のエンベロープ（ペリプラズム）への輸送とアセンブリの機能を高めることでσE
によるエンベロープの恒常性維持の機能を助ける。YciM（LapB）、YciS（LapA）は
細胞膜に局在するタンパク質であり、LPS のエンベロープへの輸送とアセンブリの機
能を有する（Klein et al. 2014; Muhalakshmi et al. 2014）。また、YeaD は YciM の
essentiality のサプレッサーであることから、この経路に関っている可能性が示唆され
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ている（Soo et al. 2011）。エンベロープのストレス応答の制御因子であるσE のレギュ
ロンにσ32が含まれていることは非常に興味深い。E. coli 近縁のバクテリアで調べた限
りの全てにおいてσE 傘下にσ32が存在することから、非常に保存された応答の様式であ
ることが想像される（Rhodius et al. 2006）。細胞膜を介してエンベロープへの building 
block タンパク質の輸送がコントロールされることから、エンベロープの恒常性維持に
σ32が必要なのであろう。 
genome-wide な網羅的な解析の結果、細胞質のタンパク質に比べ膜タンパク質が量比に
応じた確率を明らかに上回るレベルでσ32を誘導したことは興味深いことである。メカニズ
ムはともあれ、σ32が膜タンパク質に敏感（膜タンパク質の過剰発現でσ32が活性化された）
であることを考慮すると、自身が膜タンパク質でありかつ膜タンパク質の分解除去の機能
を有する FtsH がσ32を分解することは非常に理にかなっていると言える。FtsH が膜（タン
パク質）の品質管理とσ32の分解という 2 つの機能を持つことによりこの 2 つのアクション
を連携させることが可能となり（膜の修繕を行うと同時に、応答因子であるσ32 を off にす
る）、それによって細胞が細胞膜の恒常性を評価する手段をもたらしていると考えられる。 
 
E. coli の HSR と真核生物の HSF 
真核生物の HSF（heat shock factor）によって直接支配される遺伝子と、σ32によって
とり行われる HSR を比較すると、シャペロンのみが両方のレギュロンに共通する遺伝子で
ある（Hahn et al. 2004; Yamamoto et al. 2005）。しかしながら、両レギュロンの支配する
遺伝子の数や、支配する遺伝子の機能グループの観点では両者は類似している。例えば、
タンパク質の分解、低分子のトランスポート、転写因子、RNA ポリメラーゼの修飾、DNA
に関連するタンパク質等が共通の機能である。熱ストレスに対する応答は生物種を問わず
共通なのであろう。  
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第二章：σE における全プロモーターの網羅的な挙動解析 
 
2-1 序論 
バクテリアの多くは複数のσを保有し、これらを状況に応じて使い分けることで通常の生
育から特殊環境への適応や形態変化までを制御している。housekeeping σ（E. coliではσ70）
は必須遺伝子を多数含む通常の生育（生存）に必要な一群の遺伝子の転写を行う文字通り
の“housekeeping function”を担うσであり、1000 にも及ぶ多数の遺伝子を支配下に置く。
また、転写調節因子を多用することも特徴であり、これによりこうした大量の遺伝子群の
発現制御を行っている。多くのバクテリアは housekeeping σの他に、形態変化や環境から
のシグナルへの特別な応答などを担う alternative σを保有する（Gruber and Gross 2003; 
Helmann 2002）。多くの alternative σは 50～100 の遺伝子の転写を制御し、多くの場合は
補助的な転写調節因子を要さない。この点は housekeeping σと大きく異なる点である。数
的な限りがあることや転写調節因子を要しないといった性質をもつことから、ある特定の
alternative σに注目してその完全なセットのプロモーターに対しての個々の挙動を調べる
ことは実質的に可能である。プロモーター自身がどのように応答するかを調べることによ
り、転写のアウトプットに寄与しているかという全貌を知ることが期待される。本章では、
E. coli の alternative σであるσE に着目し、σE により認識される全プロモーターセットの挙
動を解析した。 
E. coli 及び関連するバクテリアにおいて、σE によって誘導されるペリプラズムのストレ
ス応答（envelope stress response）には、2 つの重要な機能がある。外膜の恒常性維持の
機能と宿主への感染における病原性の決定因子としての機能である（Hayden and Ades 
2008; Rowley et al. 2006）。σE レギュロンの生物種を超えた比較の結果、限られた小数のコ
アグループのプロモーターが種間で保存されているに留まり、大半のグループのプロモー
ターは種間で変化に富むことがわかった（Rhodius et al. 2006）。2 つの最も保存されたプ
ロモーターはいずれも制御回路を構成する。一つ目は、σE 自身及び、細胞質の HSR に関わ
るσ32のプロモーターである。二つ目は、ポーリン（porin）とリポポリサッカライド（LPS）
の合成とアセンブルに直接関連する機能をもつ遺伝子のプロモーターである（Nikaido 
2003）。このグループには、以下の 3 つが存在する。複数のポーリンを負に制御する 2 つの 
small RNA（sRNAs）（Bossi and Figueroa-Bossi 2007; Johansen et al. 2006; Papenfort et 
al. 2006; Thompson et al. 2007; Udekwu and Wagner 2007）、β-バレルタンパク質の外膜
への挿入を行う machine を構成する 4 つの因子（Sklar et al. 2007; Wu et al.2005）、そし
てβ-バレル挿入の machine にポーリンの前駆体を運ぶシャペロンである。これら種間で保
存されたコアグループはいずれも外膜の恒常性維持に関与する因子である。σE レギュロン
の大半は種間で保存されていない（もしくは保存性が低い）種特異的なものであり、これ
らの多くが病原性に関与する。 
σE を活性化するシグナルは 3 つ知られている。まず第一に、σE の活性はポーリンのア
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センブリの状態に非常に敏感である（Ades et al. 1999; Mecsas et al. 1993）。ペリプラズム
に異常なポーリンが蓄積した場合には、一連のプロテアーゼのカスケード（DegP、RseP）
が始動し最終的にはσE の anti-σである RseA が分解され、σEが活性化される（詳しくは序
章を参照）。第二に、σE の活性は LPS の状態に敏感であり（Chaba et al. 2011; Lima et al. 
2013）、異常な LPS が蓄積した場合には、通常 RseA を分解から守っている RseB が RseA
から外れ、その結果 RseA が分解されσE が活性化される（詳しくは序章を参照）。第三のシ
グナルは、RseA、RseB や一連のプロテアーゼの経路とは無関係の、生育のフェーズと栄
養分の貧富に応答する細胞内のシグナルである（Costanzo and Ades 2006; Costanzo et al. 
2008; Gopalkrishnan et al. 2014）。σE の活性は定常期への移入に際し有意に高まることが
知られており、ppGpp と co-activator である DksA が直接的ならびに間接的の 2 つの異な
る方法でこの応答を仲介することが示唆されている。まずは、直接的なσE の活性化につい
てであるが、in vitro 転写実験において ppGpp の添加がσE による転写を強めたことから
ppGpp が直接σE ホロ酵素による転写を促進すると考えられる（Costanzo et al. 2008）。ま
た、ppGpp による間接的なσE の活性化については、σ70ホロ酵素を rRNA オペロンから開
放することで、σE依存の転写へのRNAPの利用比率を増加させる可能性が示唆されている。
実際に対数増殖期のσ70 ホロ酵素による rRNA の転写は、転写量全体 50%以上を占める
（Bremer and Dennis 1996）。そして、一般的にσは RNAP に対して過剰に細胞内に存在
し、絶えず RNAP をめぐるσの争いが存在すると考えれれている（Grigorova et al. 2006）。
ppGpp により rRNA の転写から RNAP が開放されることで（Gourse et al. 1998）、σE が
RNAP を捕らえる確率が上がるのである。このように、バクテリアの細胞においてσEホロ
酵素は非常に複雑な制御を受けている。 
これまでの研究では、レギュロンにおける in vivo でのプロモーターの寄与を定量的に詳
細に調べた例はほとんどない。一部存在したとしてもそのほとんどは転写調節因子の結合
領域に関わるものである。例えば、PhoP の結合領域を変化させた場合のプロモーター強度
との相関（Miyashiro and Goulian 2007; Perez and Groisman 2009; Perez et al. 2009）、
Cpx 支配下のプロモーターの特異的な応答（Price and Raivio 2009）等がこれに該当する。
alternative σのプロモーター強度に焦点を絞った研究は唯一σS に関するものが知られてい
る。しかしながら、この解析においては 500 bp にわたる領域を使用していることから、プ
ロモーターそのものに限定した寄与を観察したとは言い難い（Shimada et al. 2004）。 
第二章では、Carol Gross 研究室における過去の研究から明らかとなった全てのσE プロ
モーターを用い、σE プロモーターのσE ホロ酵素への寄与を解析した。ここでは E. coli（K-12 
MG1655 と CFT073）及び Salmonella typhimurium のσE 特異的なプロモーターを使用し
た（Rhodius et al. 2006）。最も強い部類のプロモーターは、いずれもσE レギュロンの主要
な機能と言える、転写調節因子やポーリンの恒常性維持に関わるものであった。RNAP の
α-サブユニット C 末端が結合する UP エレメント（-35～-65）の存在により、ほとんどの
プロモーターの強度は強められることがわかった。また、これまでに僅か数個のプロモー
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ターの事例から推論されていた ppGpp によるσEプロモーターの活性化の現象も、今回複数
のσE プロモーターで確認された。そして、σE プロモーターは、様々な生理的な状態におい
て変化するσE ホロ酵素の量に対して、応答することがわかった。 
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2-2 結果 
実験の方法論 
序章で述べた Carol Gross 研究室での網羅的な解析により 60 のσE 依存のプロモーター
が明らかとなっている（Rhodius et al. 2006）。この全てのプロモーターの生体内での発現
挙動を定量的に捉えることを目的に、全σE 依存のプロモーターと GFP を融合させたプロモ
ーターライブラリーを作製した。プロモーターライブラリーの母体には GFP を搭載した低
コピープラスミド pUA66 を使用した。 
プロモーター領域の長さと発現プロファイルの違いを調べるため、全ての遺伝子に対し
て 2 種類のプロモーター長を検討することとした。すなわち、-35 から+20 までを含む「短
い」プロモーターと、-65 から+20 までを含む「長い」プロモーターを構築した。「短い」
プロモーターはコアモチーフである-10 と-35 のみを含むものであり、「長い」プロモーター
は上流の UP エレメントまでを含むものである（Ross et al. 1993）。この 2 つのプロモータ
ーを比較することで全レギュロンレベルでの UP エレメントの効果を検証することを目的
とした。序章で述べたσE プロモーターだけではなく、第一章で述べたσ32プロモーターにお
いても多くからUPエレメントと思われるA/T-richモチーフが検出され、これらalternative 
σにおいて UP エレメントが重要な役割を担っている可能性が考えられた。E. coli において
σE は支配下に置くプロモーターの数が~50 程度であり、かつこれらが全てが特定されてい
ることから、特定のσを対象とした全レギュロンでの UP エレメントの効果を検証すること
が可能である。また、+20 までを含む形でクローニングした理由は、RNAP のプロモータ
ーからの離脱（promoter escape）に関与する転写開始のはじめの配列を残すことで、その
影響を反映させるためである。 
次に、アッセイに用いた宿主について述べる。本研究では、まずストレス状況下での全
レギュロンの挙動を調べることを目的に、σE を過剰発現させた菌株（overexpressed）にお
ける状況を定常状態の菌株（basal）と比較した。また、σE プロモーターの中にはσE 非依存
のプロモーター活性がどのくらい存在するかを検討するため、σE をコードする rpoE 遺伝
子を欠損した株におけるレギュロンの挙動を調べた。第一章ではσ32のプロモーターのいく
つかがσ70によっても転写されるという現象が明らかとなった。σE においてもこうした他の
σとのオーバーラップがあるのか興味がもたれた。 
生育フェーズによる比較と ppGpp の影響について述べる。σE は定常期への移行の際に
活性化されることがわかっている。また、この活性化には ppGpp が関与していることが示
唆されている。こうした知見は、σE レギュロンの一つである rpoH プロモーターを用いた
解析によって明らかとされた（Costanzo and Ades 2006; Costanzo et al. 2008; 
Gopalkrishnan et al. 2014）。そこで、定常期でのσE の活性化の状況と ppGpp の効果につ
いて、全レギュロンのレベルでの解析を行うことを目的に、対数増殖期と定常期の比較及
び ppGpp の影響について検討を行った。 
次に実験のシステムについて述べる。各プロモーターバリアントを各々保持する菌株の
[62] 
 
培養には 96-well のプレートを使用し、Varioskan™ Flash Multimode Reader（Thermo 
Fischer Scientific）を用いて、通気条件で温度を制御した状態での振盪培養と同時に既定
の時間間隔での生育（OD）と GFP 蛍光の測定を行った。OD の増加に対する GCF 強度の
増加（相対変化；GCF/OD の傾き）をプロモーターの強度と規定し、以降の実験データは
全てこのプロモーター強度のパラメーターを棒グラフによって表示した（図 16）。なお、こ
の条件でのプラスミドの安定保持（コピー数の安定性）については本研究での検討及び Alon
のラボでの検討（Kaplan et al. 2008）によって確認されている。また、実験手法の全体像
については「実験材料と実験方法」の項に詳細に記述した。σE 依存の rpoH プロモーター
近傍にはσ70 依存のプロモーターがオーバーラップして存在していることが知られており、
本実験でのコンストラクトにはこのσ70依存のプロモーターが含まれている（Erickson and 
Gross 1989）。一方で、しばしば研究に用いられるσE 依存の rpoHP3::lacZ レポーターには
このσ70依存のプロモーターは含まれない。 
 
ストレス条件下でのσE 依存プロモーターの活性 
σE の活性はフィードバックならびにフィードフォワードにより巧みに制御されている。
ストレスの存在下においては、anti-σである RseA が素早く分解され、σE が anti-σの結合
からはずれることで活性化し、転写が可能となる（Ades et al. 1999）。そして、更にσEに
よる自身（rpoE）の転写促進（Rouviere et al. 1995）によりσE はますます増加し、この増
加はストレスが治まり RseA の分解が鈍るまで続く。こうしたストレスの影響を実験に反映
させるため、まずはσE 過剰発現条件下での解析を行った。対数増殖期（OD600, 0.7~1.4）（図
17）と定常期への移行期（OD600, 1.5~2.7）（図 18）の両方について実験を行った。実験に
は全てσE プロモーターの「短い」構築と「長い」構築の両方を用い、LB 培地での培養にて
σE を過剰発現させた。その結果、ほぼ全ての場合において「長い」プロモーターが「短い」
プロモーターよりも高い活性を示し、UP エレメントへのα-C 末ドメインの結合がプロモー
ター活性を上昇させていることが示唆された。しかしながら、その度合いは各々変化に富
み、多くは~1.5 から 3.0 倍程度（例えば rpoE, clpX）である中でいくつかは 5 から 7 倍も
の違いを示した（例えば rybB, micA）。他と明確に異なる挙動で「短い」プロモーターが「長
い」プロモーターよりも高い活性を示した数少ない例外も存在した（rpoH と psd）。先にも
述べたように、本実験で用いた rpoH プロモーターにはσ70依存のプロモーターが含まれる
ため、他のσによる影響が大きい場合にこうした現象が見られる可能性が考えられる。いず
れにしても、レギュロン全体で見た際に、（程度の違いはあるものの）ほぼ全てが UP エレ
メントの影響を受け、活性が高められているという興味深い実態が明らかとなった。 
一連の対数増殖期のプロモーター強度のデータから、約 40 個のプロモーターは有意な活
性を持っていることが明らかとなり、またその強度は非常に広いレンジで変化に富むこと
がわかった（~100 倍のレンジ）。興味深いことに、最も強い部類に当たる一連のプロモー
ターは特にσE の保存された機能に関わっていると考えられた。例えば、制御因子であるσE
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自身とその負の制御因子である anti-σ（rpoE と rseA）、そしてσ32（rpoH）は強いプロモ
ーターの部類に含まれた。また外膜のポーリンの恒常性維持に関連する因子も強いσE プロ
モーター活性を持つことがわかった。ポーリンを負に制御することが知られる 2 つの sRNA
（rybB と micA）、外膜へのタンパク質の挿入に働く因子（yaeT、smpA、yfgL）、ポーリ
ンの外膜への輸送に関わる因子（degP）などがこれに当てはまる。「長い」プロモーターの
上位の 10 プロモーターは「短い」プロモーターの上位の 10 プロモーターでもあることか
ら、コアプロモーターからの発現がプロモーター強度に最も影響を及ぼしていることがわ
かった。その中で rybB は、UP エレメントが特に強度に大きく影響しているという点で例
外と言える挙動を示した。 
 
対数増殖期と定常期におけるσE 活性の比較 
次に、図 17 と図 18 のデータをもとに、生育期の違いによるσE レギュロンのプロモータ
ー挙動の違いについて比較を行った。その結果、非常に特徴的ないくつかの傾向が見られ
た。まず強度であるが、概ね 3 倍程度の違い（定常期で強い）が認められ、そのバラつき
は非常に小さなものであった（図 19）。この傾向は「長い」プロモーターでも「短い」プロ
モーターでも同じであった。おそらく UP エレメントの効果は、生育期とは無関係にプロモ
ーター全般に活性を高める効果であると考えられた。強度の順位については、対数増殖期
と定常期で酷似していた（図 17 と図 18 の比較）。例えば、対数増殖期での強度が 10 位以
内に含まれるプロモーターのうちの 8 つは定常期においても 10 位以内に含まれており、更
に強さの順位についても大きな入れ替わりはない（例えば対数増殖期で最も強い活性を示
した rpoE プロモーターは定常期においても第二位の強度を示した）。 
σE プロモーターの定常期での発現上昇については、σE レギュロンの一つである rpoH プ
ロモーターを用いた研究による知見があり、ppGpp が関与している可能性が指摘されてい
る（Costanzo and Ades 2006; Costanzo et al. 2008; Gopalkrishnan et al. 2014）。本研究
においてσE プロモーターライブラリーを用いて検証したところ、多数のプロモーターにお
いて ppGpp の影響が確認された（図 22; 後述）。 
以上の結果から、定常期への移行において、ほとんどのσE プロモーターはどれも同じよ
うなレベルで発現が上昇することがわかった。これまで、rpoH プロモーターを利用した系
においてこうした定常期でのσE 活性の上昇が報告されてきたが、今回他の多数のσE プロモ
ーターにおいてもはじめてこの現象が確認された。 
 
σE 非依存のプロモーター活性 
第一章でも述べたとおり、複数のσのプロモーターがオーバーラップして存在しているケ
ースが散見される。そこで、次に今回対象としたプロモーターがσE 非依存の活性を有する
かを調べるため、σE を保持しない株を用いた実験を行った（図 20）。なお、σE をコードす
る rpoE 遺伝子の欠損は致死であるため、本実験にはサプレッサー変異株（De Las Penas et 
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al. 1997b）を用いた。その結果、σE 非依存の活性は 9 つのプロモーターのみで検出された。
その中の 3 つ（plsB、yfjO、rpoH）は「長い」「短い」両方のプロモーターにおいてσE 存
在下でより高い活性を示したことから、σE 依存の活性が優勢であったと考えられる。残り
の 6 つのプロモーター（yhjJ、yieE、ybcR、ybjW、yecI、ychH）については、「長い」「短
い」に関わらず、σE 存在下ならびに非存在下でほぼ同等もしくは非存在下で強い活性を示
した。これらのことから、σE による認識に加え他のσによる認識も受ける可能性が考えられ
る。なお、過去に行った 5’RACE による転写開始点のマッピングの実験において、少なく
とも yhjJ、yieE についてはσE 特異的な転写開始点が見出されたことから、σE による同プ
ロモーターの認識は確実であると考えられる（Rhodius et al. 2006）。また、いくつかにつ
いては、σE 依存の転写開始点の近傍にσE 非依存の転写開始点が認められ、これらのσE 非依
存の転写産物はσE 存在下では消失したり或いは弱まったりすることから（Rhodius et al. 
2006）、σE と別のσが競合している可能性が考えられる。σE の存在下ではプロモーター領域
が EσE に占領されるため競合する別のσによる転写が抑制されるが、σE の非存在下では競
争がなくなるため別のσによる転写が促進されるものと考えられる。なお rpoH プロモータ
ー（rpoHP3）ではσE とσ70の競合が実証されている（Erickson and Gross 1989）。 
本実験の結論として、大多数のσE プロモーターは完全にσE 依存であり、ごく一部のみが
別のσとオーバーラップして制御されているということが明らかとなった。σ32 の場合にも
約 50 個のプロモーター中で 6 つにおいてのみσ70とのオーバーラップが見られた（第一章）。
以上のことから、これらの alternative σは、概して、限られた数のレギュロンをほぼ単独
で独占的に支配していることがわかった。 
 
“通常の生育（basal）”条件下でのσE 依存プロモーターの活性 
序章で述べたとおり、σEの活性はフィードバックとフィードフォワードによる複雑な機
構で制御されている。ここまでの実験では、主にストレス存在下のプロモーターの挙動を
調べるためにσE の過剰発現株を用いて実験を行ってきた。しかしながら、自然環境におい
てはストレスへの対応を完了した後ストレスが取り除かれた際には、σE は速やかに抑制さ
れる。ストレスの存在しない通常の生育の状態ではσE の細胞内での活性は非常に低く抑え
られていると考えられるため、ストレスの存在しない通常の生育条件下（basal）、すなわち
σE が制限された状態と、ストレス存在下のσE が過剰である状態（overexpression）の比較
をすることは非常に興味深いと考えられた。そこで、まずはストレスの存在しない通常の
生育条件下（basal）の状況を調べるため、内在性のσE を持つ（野生型）株のプロモーター
挙動の検討を行った（図 21）。しかしながらストレス非存在下では全般的にプロモーター活
性が低いことから、E. coli の細胞自身の蛍光発光（バックグラウンド）のために、有意な
発光の検出には限界があった（プロモーター強度がバックグラウンドの 2 倍以上必要であ
った）。そこで、最も活性の強かった 10 個のプロモーターに限って検証を行うこととした
（図 21）。その場合に問題となるのがσE 非依存の活性をもつプロモーターの扱いである。
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10 個のプロモーターの中には、6 つのσE 非依存のプロモーター活性を有すものが含まれた
（yecI、plsB、ychH、rpoH、yhjO、ybcR；図 20）。実際に 4 つのプロモーターは対数増
殖期に、σE 存在下よりも非存在下において強いプロモーター活性を示した（yecI、plsB、
ychH、rpoH；図 21A）。σE 非依存の活性は定常期では全般的に目立たなくなる傾向がみら
れた（図 21B）。いずれにしてもσE 非依存の活性を定量的に考慮することは難しいため、ま
ずはσE と直接関わる現象を正しく捉えることを目的に、σE 依存の活性のみをもつ 4 つのプ
ロモーター（micA、rpoE、rseA、rybB）に限って考察と議論を行うこととする。こうし
た視点で観察すると、σE 制限条件（basal）で非常に特徴的なプロモーターの挙動が見えて
きた。一つは、定常期への移行においてである。σE 制限条件（basal）では定常期でのダイ
ナミックな上昇（対数増殖期に比べて）が見られた（図 21Aと図 21Bの比較及び表 6“Growth 
phase”（表 6 については後に詳しく述べる））。例えば micA を例にとると、σE制限条件（basal）
では対数増殖期から定常期で約 30 倍ものプロモーター活性の上昇が見られた（micA の図
21A Long-basal と図 21B Long-basal の比較）。ストレス条件下（overexpressed）での定
常期への移行時の変化が概ね 2～3 倍程度であったこと（図 19A）に比べるとはるかにダイ
ナミックな変化と言える。もう一つは、UP エレメントの効果である。σE 制限条件（basal）
では「長い」プロモーターでのダイナミックな上昇が見られた（図 17 と図 21A の Long と
Short の比較、図 18 と図 21B の Long と Short 比較及び表 6“UP effect”（表 6 については
後に詳しく述べる））。例えば micA のσE 過剰発現条件では UP エレメントによる活性上昇
の効果は概ね 3～4 倍程度であったが（図 17、図 18）、σE 制限条件（basal）では UP エレ
メントの効果が 20～30 倍まで増加した。この二つの特徴的なプロモーターの挙動はσE 非依
存のプロモーター活性を一切持たない 4 つのプロモーター（micA、rpoE、rybB、rseA）
に限らず、10 個全てに共通して当てはまる現象であり非常に興味深いσE プロモーターの挙
動と言える（後述）。そこで、以下に、σE 制限条件（basal）とσE 過剰下（overexpression）
の詳細を検証、考察する（表 6）。 
まず、σE 制限下（basal）では過剰下に比べ、定常期移行時にダイナミックなプロモー
ター活性の上昇が見られた（表 6“Growth phase”）。定常期移行時の変化について、σE 制限
下（basal）では「長い」プロモーターで平均約 20 倍、「短い」プロモーターで平均約 7 倍
増加するが、この増加はσE 過剰下（overexpressed）では僅か 3-4 倍にとどまった（表 6）。
この平均値は 4 つの完全なσE 依存のプロモーターの間であっても、全プロモーターの間で
あっても大きくは異ならないことから、σE に依存した性質と考えられた。次に、定常期移
行時のプロモーター活性の上昇と ppGpp の影響を全レギュロンを対象に調べるため（これ
までσE 依存の rpoH プロモーターにおいて ppGpp の影響が知られていた）、σE プロモータ
ーライブラリーを用いて検証することとした。宿主には 2 つの ppGpp 合成酵素をコードす
る relA と spoT を欠損することで ppGpp を生合成できないように改変した ppGpp0株を使
用した。図 22 に野生株及び ppGpp0株の「長い」及び「短い」プロモーターの対数増殖期
と定常期のプロモーター活性を示した。なお、ここでも野生株のσE プロモーター活性の絶
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対値が総じて小さいため、バックグラウンドに対して有意なシグナルと考えられた上位 10
個のプロモーターのみを取り上げた。野生株において定常期移行で見られるプロモーター
活性の上昇が、ppGpp0株においては全般的に全く見られなくなるもしくは弱まることから、
σE プロモーターの定常期での発現上昇に ppGpp が関与していることが示唆された（Up エ
レメントの有り無しに関わらず）。こうした定常期への移行時における ppGpp 依存のσE の
活性化は既に rpoH、rybB で報告されているが（Costanzo and Ades 2006; Costanzo et al. 
2008; Thompson et al. 2007）、その他多くのσE プロモーターでも見られる一般的な現象で
あることが今回明らかとなった。 
次に、σE 制限下（basal）では過剰下（overexpressed）に比べ、「長い」プロモーター
でのダイナミックな上昇が見られた（表 6“UP effect”）。特に発現量の絶対値が比較的高い
定常期の条件において顕著であり、この条件での定量値は信頼できる有意な値と考えられ
た。まずは、4 つの完全なσE 依存のプロモーターについて議論する。UP エレメントの存在
（「長い」プロモーター）によりσE 制限下（basal）では 15 倍増加するがσE 過剰下
（overexpressed）では 3.6 倍の増加にとどまったことから、σE 制限下（basal）では UP
エレメントによる活性上昇の効果が顕著であることがわかった。同じ傾向は全 10 個のプロ
モーターでも共通に見られることから（表 6）、σE 制限下（basal）では UP エレメントが
σE プロモーターの強度に大きく影響を及ぼすことが明らかとなった。σ70依存のプロモータ
ーにおいては UP エレメントが RNAP のプロモーターへの結合を強化することが知られて
いることから（Haugen et al. 2008）、σE プロモーターにおいても同様のことが起きている
可能性が考えられる。恐らくは、σE 過剰下（overexpressed）ではσE プロモーターが既に
σE ホロ酵素で飽和されてしまっているために UP エレメントの影響が小さく、またσE制限
下（basal）ではσE ホロ酵素の分子数が少ないために UP エレメントによる結合力の影響が
大きいのであろう。こうした考察から、次のような UP エレメントの新たな機能が推測でき
る。σE プロモーターの UP エレメントの役割の一つは、対数増殖期から定常期への移行で
大きく変わるσE ホロ酵素のレベルに応答してプロモーターの強度をダイナミックに変化さ
せることにあるのかもしれない。 
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図 16  σE 依存プロモーターの強度の測定における方法論 
60 個のσE 依存のプロモーターについて、-35、-10 からなるコアエレメント（-35～+20）を含む「短い」
フラグメントと UP エレメントまで（-65～+20）を含む「長い」フラグメントを GFP 発現ベクターpUA66
にクローニングした。これらのプロモーターライブラリーをアッセイに用いる菌株であるσE 過剰発現株
（CAG58200 からの派生株）、σE 制限株（basal level）（CAG45113 と CAG55907 株からの派生株）、σE
欠損株（CAG22216 株からの派生株（σE の必須性をサプレスする変異を持つ））に導入した。各ライブラ
リー導入株を 96-well プレートにて VarioskanTM Flash Multimode Reader（Thermo Fischer Scientific）
を使用した 32℃の通気条件（振盪）にて培養した。15 分間隔で菌体生育（OD）と GFP 蛍光（RFU）を
測定した。各菌株について、菌体生育（横軸）と GFP 蛍光（縦軸）の相関をプロットした。対数増殖期
と定常期のそれぞれについて、プロットの傾きをプロモーター強度として計算した。全てのプロモーター
強度の計算において、対照としてプロモーターを持たない GFP ベクターpUA66 を保持する菌株のアッセ
イを行い、この値をバックグラウンドの蛍光値として差し引いた。詳細は実験材料と実験方法のセクショ
ンを参照のこと。 
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図 17 σE 過剰発現後の対数増殖期における「短い」及び「長い」σE プロモーターの挙動 
LB 培地 32℃での培養における、σE 発現プラスミド pLC245 を保持するσE 過剰発現株 CAG58200 を宿主
に各プロモーターライブラリーを導入した派生株の対数増殖期（OD600 0.7-1.4）での「短い」及び「長い」
σE プロモーターの発現強度を示した。100 µM の IPTG によりσE の誘導を行った。bar は 3 つの独立した
実験の平均値を表し、error bar は 1 標準偏差を表す。
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図 18  σE 過剰発現後の定常期における「短い」及び「長い」σE プロモーターの挙動 
LB 培地 32℃での培養における、σE 発現プラスミド pLC245 を保持するσE 過剰発現株 CAG58200 を宿主
に各プロモーターライブラリーを導入した派生株の定常期（OD600 1.5-2.7）での「短い」及び「長い」σE
プロモーターの発現強度を示した。100 µM の IPTG によりσE の誘導を行った。bar は 3 つの独立した実
験の平均値を表し、error bar は 1 標準偏差を表す。 
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図 19  対数増殖期と定常期のプロモーター強度の比較 
σE 過剰発現後の「長い」プロモーター(A)と「短い」プロモーター(B)の、対数増殖期（横軸）と定常期（縦
軸）における強度を比較した scatter プロット。発現データは図 17 及び図 18 に由来する。 
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図 20  σE 非依存の「長い」及び「短い」プロモーターの強度 
σE 過剰発現株（σE o/exp; σE発現プラスミド pLC245 を保持する CAG58200 を宿主とする）とσE 欠損株
（delta σE; CAG22216 を宿主とする）の「長い」及び「短い」σE プロモーターの強度の比較がグラフに
示されている。有意なσE 非依存のプロモーター活性を示したプロモーターは僅かに 9 つであった。全ての
プロモーター強度の解析は、LB 培地 32℃培養での対数増殖期（OD600 0.7-1.4）において行った。100 µM
の IPTG によりσE の誘導を行った。bar は 3 つの独立した実験の平均値を表し、error bar は 1 標準偏差
を表す。 
  
Long- σE o/exp 
Short- σE o/exp 
Long- delta σE 
Short delta σE 
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図 21  σE 制限下（basal level）での「長い」及び「短い」σE 依存プロモーターの強度 
上位 10 の発現強度をもつ「長い」及び「短い」プロモーターを対象とした、σE 制限下（basal; CAG45113
を宿主とした）及びσE 非存在下（delta σE; CAG22216 を宿主とした）の比較。プロモーター強度の測定
は、LB 培地 32℃培養での対数増殖期(A)もしくは定常期(B)において行った。bar は 3 つの独立した実験
の平均値を表し、error bar は 1 標準偏差を表す。yecI 及び plsB プロモーターの活性は、bar のレンジを
越えているため数値にて表示した（(A)において）。 
Long- basal 
Short- basal 
Long- delta σE 
Short- delta σE 
 
Long- basal 
Short- basal 
Long- delta σE 
Short- delta σE 
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表 6  σE 制限下（basal）と過剰発現下（overexpression）のプロモーターの性質の比較 
 
a プロモーター強度の成育期（定常期／対数増殖期）による変化の比較。「長い（Long）」及び「短い（Short）」
のプロモーターそれぞれについてのσE 制限下（Basal）とσE 過剰発現下（o/exp）の定常期（stat）／対数
増殖期（exp）比を示した。示されている値は定常期／対数増殖期の比。 
b「長い」及び「短い」プロモーターの比較による UP エレメントの影響の比較。σE 制限下（Basal）とσE
過剰発現下（o/exp）のそれぞれについて対数増殖期（Exp）と定常期（Stat）の「長い（long）」／「短
い（short）」比を示した。示されている値は「長い」と「短い」プロモーターの値の比。 
c *,有意なσE 非依存の活性を示したプロモーター（図 20）。 
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図 22  σE 依存プロモーターにおける ppGpp の影響 
上位 10 の発現強度をもつ「長い」(A)及び「短い」(B)プロモーターを対象とした、σE 制限下（basal level）
での対数増殖期（expo）と定常期（stat）における野生株（CAG45113 を宿主とした）及び ppGpp0 株
（CAG55907; ∆relA ∆spoT を宿主とした）の比較。bar は 3 つの独立した実験の平均値を表し、error bar
は 1 標準偏差を表す。 
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2-3 まとめと考察 
本研究では、初めてσ因子の全てのターゲットプロモーターの挙動を網羅的に解析した。
こうした研究を可能としたのは、バクテリアの alternative σが支配するプロモーターの数
に限りがあるという事実とそのプロモーターが網羅的に把握されていたことによる。一連
の研究で明らかとなった全プロモーターの情報を用いることで、本章で示したような完全
なレギュロンの挙動解析というアプローチの研究が展開できたと言える。 
本研究を通じて、多くの新たな知見を得た。まず、σE プロモーターがいかにダイナミッ
クな強度のレンジで分布しているかが明らかとなった。とても強いと言えるプロモーター
は非常に少なく、中程度と言えるプロモーターは強いプロモーターよりは若干多く、大多
数は弱いプロモーターであった。興味深いことに、プロモーターの強度はその遺伝子の機
能と強く関連していることが分かった。強度の上位 3 つのプロモーターはいずれもσE によ
る制御に関わる遺伝子のプロモーターであった。最も強いプロモーターはσE 自身を転写す
るものであり、これに続く第 2 第 3 のプロモーターはいずれも sRNA のプロモーターであ
った。これら 2 つの sRNA はポーリン産生を負に制御する機能を有しており、これによっ
てσE を活性化するシグナルそのものを弱めることができる。これらのプロモーター領域は
E. coli の菌株間や E. coli 近縁の各種間で高く保存されており、プロモーターとしての強度
も生物種を超えて高く保存されていることが予想される。こうした、主要なレギュロンメ
ンバーが自身の制御に関わるという現象は他にも例があり、種を横断した多数のゲノムを
対象としたPhoPレギュロンに関する研究ではPhoPに直接支配される因子は全てのゲノム
において phoPQ オペロン自身とその負の制御因子である slyB であることが明らかとなっ
ている（Perez et al. 2009）。中程度の強度のσE プロモーターを持つ遺伝子も多くの種のバ
クテリアで保存されており、また弱いプロモーターの多くは種間での保存性が低い遺伝子
のプロモーターである。この弱いグループのレギュロンは別の種からの水平伝播や或いは
遺伝子上流制御領域の変異によって、進化の上では最近になってからσE のレギュロンに加
わったものと考えられる。これら、弱いグループの機能的保存性の低いレギュロンはバク
テリアにおけるレギュロンの多様性と柔軟性を支えているのであろう。 
今回検証を行ったプロモーターの大半は完全にσE の支配下にあり、ごく一部のみ（60
プロモーターの中の 9 プロモーター）にσE 非依存のプロモーター活性が見出された。特別
なセットの遺伝子が特別なσに厳密に支配されるという alternative σを使ったシステムの
特徴がここにも見られた。σE 非依存の活性はおそらくはσ70 等、他のσとのプロモーターの
オーバーラップなどによるのであろう。E. coli の Group3 の alternative σ（σ32とσ28）は
プロモーターの melting の能力を下げることで、プロモーター配列の高い保存性を求め、
これにより厳密なプロモーター認識を可能としている（Koo et al. 2009c）。σE をはじめと
する Group4 のσも housekeeping σで保存された Region2.3 に存在する melting に関わる
アミノ酸残基が保存されておらず（housekeeping σとは異なる）、やはり melting の能力と
引き換えに厳密なプロモーター認識の術を獲得しているのであろう。また、本研究では
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ppGpp によるσE の制御についてもこれまでの知見を支持する結果を得た。これまで rpoH
プロモーターをモデルに ppGpp とσE 活性の検討が行われてきたが（Costanzo and Ades 
2006; Costanzo et al. 2008; Gopalkrishnan et al. 2014）、今回全レギュロンのレベルの解
析により多くのσEプロモーターがppGppよって生育フェーズに応じた制御を受けることが
明らかとなった。これまでの研究から、σE プロモーター上流-65 から-35 の間にある AT-rich
配列が、RNAP のαサブユニットが結合する UP エレメントである可能性が示唆されていた
（Rhodius et al. 2006）。今回の検討において「長い」プロモーターで強い発現が見られた
ことは、こうした仮説を支持する結果であったと言える。また本研究では、σE プロモータ
ーがσE ホロ酵素の量に非常に強く影響されることが示された。σE レギュロンが非常にダイ
ナミックであり、このことが随時変わる周囲の環境変化に適応する術をもたらしているの
であろう。 
今回明らかとなった in vivo でのプロモーター強度の広いレンジやダイナミックな応答
を考えると、細胞の応答、プロモーターの特定、プロモーターの強度を正しく理解するこ
とは非常に重要である。しかしながら、配列情報のみからプロモーターを見つけ出し、プ
ロモーターの強度を予測することは難しい問題である。本研究の更なる展開としては、こ
のプロモーターライブラリーを用いることで、プロモーター配列とプロモーター強度の関
係をより詳細に調べ、プロモーター予測のモデリングに生かすことが考えられる（Rhodius 
et al. 2012）。 
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第三章：σ32における全プロモーターの網羅的な挙動解析 
 
3-1 序論 
ここまで E. coli の熱ショック応答に関与する alternative σであるσE 及びσ32について、
グローバルな視点でその支配するプロモーターとレギュロンについて論じてきた。序章で
はσE について（Rhodius et al. 2006）、そして第一章ではσ32のプロモーターとレギュロン
のほぼ全貌を明らかとした研究（Nonaka et al. 2006）について述べた。そして、第二章で
はこうした網羅的な解析から明らかとなったσの知見を利用し、更に研究を発展させるべく、
σE プロモーターの in vivo でのダイナミックな挙動を全プロモーターを対象に観察した
（Mutalik et al. 2009）。本章では、第二章に引き続き、網羅的な解析から明らかとなったσ
の知見を展開する観点での発想による研究について述べる。ここではσ32の全プロモーター
の挙動解析を扱う。本章では第二章でのσE におけるデモンストレーションを参考に、σ32に
対しても同様のアプローチを試みた。本研究の目的は、大きくは以下の 2 点となる。(i)明
らかとしたσ32の全プロモーターを対象に in vivo での挙動を観察すること、(ii)σ32の全プロ
モーター挙動の解析ツールを用いることでσ32の持つ promoter melting の能力と厳密なプ
ロモーター認識の機構について解明すること。(ii)について背景となる Carol Gross 研究室
での研究成果があるため（Koo et al. 2009c）、以下にその周辺情報を含めた詳細を述べる。 
Housekeeping σ であるσ70と alternative σでは認識するプロモーターの数やプロモー
ター認識の戦略において多くの違いがある。housekeeping σが 1000 以上ものプロモーター
へと RNAP を誘導するのに対し、alternative σは複数存在し一般的には比較的少数のプロ
モーターを認識する。housekeeping σには広く融通のきくプロモーター認識が要求される
のに対し、alternative σにはより厳格な認識が要求される。σ70ではプロモーターの-35、-10
そして E-10（extended -10）のモチーフが完全に備わっているケースはごく一部であり、
多くのプロモーターは一部のモチーフのみから構成されている（Hook-Barnard and 
Hinton 2007）。最も典型的には、プロモーターが-10 と-35 を持つが、E-10 は持たない
（Lisser and Margalit 1993）。逆にプロモーターが E-10 モチーフを持つ場合には-10 と-35
モチーフはコンセンサスからかけ離れているケースが多い（Mitchell et al. 2003）。E-10 を
持つほとんどのプロモーターは-35 モチーフを必要とせず、また-35 を認識するσ側のドメイ
ンも必要としない（Ponnambalam et al. 1986; Kumar et al. 1993; Minakhin and 
Severinov 2007; Young et al. 2004）。また、幾つかは完璧な-35 配列を持つために、-10 の
要求性は低い（Thuvenot et al. 2004; Hook-Barnard et al. 2006）。これとは完全に対照的
に、alternative σ（例えばσ28、σ32）のプロモーターが機能するためには-35、-10、E-10
全ての高い一致が必要である（Koo et al. 2009a, b）。これを支持する知見として、プロモ
ーターの配列の保存性の指標となるコア領域の information content（「実験材料と実験方法」
参照; Schneider et al. 1986）の違いが挙げられる。σ32プロモーターの information content
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は 18.3 bit（Nonaka et al. 2006）、σ28では 21.3 bit（V. Rhodius によるデータ; Koo et al. 
2009c）と、σ70での 9.2 bit（Shultzaberger et al. 2007）に比べはるかに高いのである。
alternative σが厳密な認証を必要とすることで限られたプロモーターのみを転写する仕組
みはどのようになっているのか、そしてσがどのような機構で 3 つ全てのプロモーターモチ
ーフに依存するようになっているのか、ここには興味深い疑問が残されていた。 
σ因子は最大で 4 つのドメイン構造（σドメイン 1-4（σ1-4））からなり、更に各ドメイン
が細分化された保存領域（Region）を構成する（Gruber and Gross 2003）（詳細は序章を
参照；図 2、図 3）。DNA 結合決定因子は 3 箇所あり、σの重要な役割の一つであるプロモ
ーターの認識（recognition）を行う。σ2の Region2.4 が-10 を（Campbell et al. 2002）、
σ4の Region4.2 が-35 を（Gardella et al. 1989; Siegele et al. 1989）、σ3の Region3.0 が
E-10（Barne et al. 1997; Koo et al. 2009a,b）をそれぞれ認識することがわかっている。そ
してσのもう一つの重要な役割であるプロモーターの融解（melting）はσ2の Region2.3 に
よって行われる。これによって DNA の 2 本鎖の解離（strand opening）が進み転写開始の
重要なポイントである open complex（2 本鎖の解離したプロモーターと RNAP の複合体）
の形成がなされる。 
Carol Gross 研究室における研究では、alternative σであるσ28及びσ32と、housekeeping 
σであるσ70の、melting の能力の違いが両σの転写における戦略の違いに大きく寄与してい
ることが明らかとなった（Koo et al. 2009c）。σ28とσ32がプロモーターの 3 つ全てのコアモ
チーフを必要とする原因が、プロモーターの melting に関与する Region2.3（σ2の 17-アミ
ノ酸からなる）のアミノ酸残基の特徴に依存することを突き止めたのである。σ28 とσ32 の
両σは housekeeping σで保存され melting に必要な Region2.3 の重要なアミノ酸残基を保
持していないのである。そして、σ28とσ32のこれらのアミノ酸残基を housekeeping σのア
ミノ酸残基に置換した場合には、プロモーターモチーフが完全である必要性は低くなり、
また不完全なプロモーターにおける melting の能力が高まっていることがわかった。σ28と
σ32の最適ではないアミノ酸残基の構成が、プロモーター側の完璧な配列により補われてい
るのである。このように melting の能力とプロモーター認識の厳密さは trade-off の関係に
あると考えられる。alternative σはあえて melting の能力を弱めることで厳密なプロモー
ター認識を行う戦略を選んだのである。知られている限りでは Group 3 と Group 4 の
alternative σの全てが Region2.3 にコンセンサスから外れたアミノ酸残基を持つことがわ
かった。melting の能力を低下させることは、alternative σが変化する環境に応じるよう限
られたそして焦点を絞った計画的な遺伝子の発現を行うための一般的な戦略と考えられる。 
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3-2 結果 
σ32全プロモーターの in vivo での挙動解析 
第一章では E. coli のσ32 のプロモーター及びレギュロンの網羅的な解析を行った。第二
章ではσEを用い、明らかとなった全プロモーターの挙動を in vivoで観察する試みを行った。
そこで、本章では第二章のアプローチに倣い、第一章で明らかとなったσ32の全プロモータ
ーの in vivo での挙動を解析することとした。実験の方法論と手法は第二章と同様である。
まず 50 個のσ32プロモーター（第一章で扱った 51 個のσ32プロモーターから、F 因子にコ
ードされている repE を除いた 50 個のプロモーター）を GFP 発現ベクターである pUA66
に全てクローニングし、σ32のプロモーターライブラリーを構築した。ここでは UP エレメ
ントの影響までを含めるため、転写開始点を基準に-65～+20 を含む領域を使用した（第二
章の「長い」プロモーターに相当する）。レポーター株にはσ32発現プラスミドである pBK131
を導入した。同プラスミドは lac プロモーター下にσ32が連結されたσ32の過剰発現プラスミ
ドである pSAKT32（Wang and deHaseth 2003）がバックボーンとなっている。ただし、
野生型のσ32の代わりに恒常活性型変異である I54N 変異を持つσ32（Yura et al. 2007）を
使用した。この変異により、本来 DnaKJ や GroESL により受ける負のフィードバックに
対して耐性を示す。従って、IPTG によるσ32 の誘導を行うことでストレス存在下の状況を
想定しようとした本実験においては、この変異体を使用することが好ましいと判断した。
なお、この変異はフィードバック阻害に対して影響を及ぼすのみで、σ32のプロモーター認
識には一切影響を及ぼさないことがわかっている（Koo et al. 2009a）。また、以降の実験で
用いたσ32は全てこの I54N 変異を持つが、WY 変異体と区別する上では I54N 変異のみを
持つものを便宜上「野生型・wt」と表記する。各プロモーターバリアントを各々保持する
菌株の培養には 96-well のプレートを使用し、Varioskan™ Flash Multimode Reader
（Thermo Fischer Scientific）を用い、通気条件で温度を制御した状態での振盪培養と同時
に既定の時間間隔での生育（OD）と GFP 蛍光の測定を行った。OD の増加に対する GCF
強度の増加（相対変化；GCF/OD の傾き）をプロモーターの強度と定義した。 
図 23 に全プロモーターの活性を活性の高かった順に示した（σ70依存の活性が強い rrnB
と、活性の絶対値が微弱であった xerD を除いた全 48 プロモーターの結果）。先述のσE プ
ロモーターと同様、非常に広範なレンジでの発現が見られ、σ32レギュロンのダイナミック
な様子が確認された。強いものと弱いものでは 100 倍のレンジでの違い（2 桁のレベルでの
違い）が見られた。また、全般的には、熱ショックからのタンパク質の防御に関わるシャ
ペロンやプロテアーゼ等のいわゆる hsp が強いプロモーターの部類に多く含まれる傾向が
見られた。細胞質のタンパク質の恒常性維持がσ32 のコア機能であること（上位 20 個のう
ちの 60%を占める）、そしてこうした目立った挙動からこれまでの多くの研究でこうしたレ
ギュロンメンバーが発見され研究されてきたという事実を再認識させる結果であった。一
方で発現強度下位 20 個の 75%は新規で発見されたσ32プロモーターであったことから、第
一章の研究の目的の一つでもあった網羅的なσ32のレギュロンの解明という観点では、弱い
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プロモーターを持つレギュロンが効率的に見つけ出されていたことがわかった。 
次に、得られた GFP によるプロモーター強度と第一章での DNA microarray（σ32誘導
後 10 分）での発現値（オペロン先頭の遺伝子の ratio）の比較結果を図 24 に示した。両実
験系の大きな違いは、(i)検出方法（GFP 蛍光と mRNA 量）、(ii)誘導条件（GFP ではσ32
恒常高発現条件、DNA microarray ではσ32誘導直後）、(iii)プロモーター領域（GFP では
-10、-35 エレメントから UP エレメントまで含むプラスミド上のプロモーター、DNA 
microarrayではUPエレメントの更に上流まで含むネイティブな染色体上のプロモーター）、
の 3 点である。その結果、両実験では概ね相関があることがわかった。すなわち強いプロ
モーターはどちらの系でも強く、弱いプロモーターはどちらの系でも弱い傾向が見られた。
一般に alternative σは転写調節因子をほとんど利用しないことから、プロモーターのコア
エレメントのみを持つ GFP の系と完全な染色体上のプロモーター及び上流配列を含む
DNA microarray の系で大きな違いが見られなかったためであろうと考えられる。 
 
melting 能力を強化したσ32変異体（YW σ32）における全σ32プロモーターの挙動 
本実験の結果について述べる前に、まずその背景を簡単に説明する。本章の序論で述べ
たとおり Carol Gross 研究室では、σ32 とσ70 のレギュロンの数の違いやσ32 とσ70 によって
要求されるプロモーター配列の厳密さの違いについて研究を進めた結果、σ70 の Region2.3
に存在する melting の機能に関る 2 つの保存されたアミノ酸残基 Y430 及び W433（Juang 
and Helmann 1994; Fenton et al. 2000; Tomsic et al. 2001）が E. coli を含む全てのγ-プロ
テオバクテリアのσ32では保存されておらず（Kourennaia and deHaseth 2007; Koo et al. 
2009c）（図 25）、このことがσ32 とσ70 のプロモーター認識の戦略に大きな違いをもたらし
ていることを明らかとした。この研究の中で、σ32 の代表的なプロモーターである groE プ
ロモーターを用い、σ70の Y430 及び W433 に相当するσ32の Region2.3 のアミノ酸残基を
それぞれ Y と W に置き換えたσ32の変異体（YWσ32と呼ぶ）が groE プロモーター内コア
エレメントを 1 塩基ずつ置換することで弱められたプロモーター活性を相補することを示
した。つまり、σ32の melting 能力を高めることでプロモーター配列の厳密性は不要となる
ということであり、逆に考えると野生型σ32は Region2.3 の melting に重要なアミノ酸残基
をあえて保持しないことでプロモーターの melting の能力を低下させ、代わりにプロモー
ター配列の厳密性を求めるという結論である（Koo et al. 2009c）。こうしてσ32 を含む
alternative σは限られた小数のレギュロンを厳密なプロモーター認識によって制御してい
るのであろうと考えられる。 
この研究では、モデルとして groE プロモーターを使用している。一方で、自然に存在
するプロモーターは、コンセンサス配列からの乖離や UP エレメント（Ross et al. 1993; 
Gourse et al. 2000）に関して、大きな違いがある（Zhao et al. 2005; Nonaka et al. 2006; 
Wade et al. 2006）。本研究ではσ32のレギュロンをほぼ全て明らかとし、更にその発展型と
して全プロモーターのライブラリーを作製し網羅的な発現挙動の解析手法を確立している。
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そこで、この全プロモーターのライブラリーを用いた解析系を利用し、melting の能力を向
上させたσ32の変異体である WYσ32による全プロモーターの挙動を解析することとした。そ
の結果、melting の能力の違いによる非常に興味深い現象が明らかとなった。図 26 には
σ32RNAP（野生型） による全プロモーター発現強度と YWσ32RNAP（melting 強化された
変異体）による全プロモーター発現強度の比較を示した。横軸にはσ32RNAP での発現強度
を、縦軸にはσ32RNAP と YWσ32RNAP の比の対数（log2(YW/wt)）を取った。つまり、0
より大きい場合には YWσ32RNAP で発現が強く、0より小さい場合には YWσ32RNAP で発
現が弱くなったことを表す。まず第一の所見として、σ32RNAP によって弱く転写されるプ
ロモーターは YWσ32RNAP によってより強く転写さることがわかった（図 26）。このよう
に、プロモーターDNA の melting に関わるアミノ酸残基が置換された YWσ32 は、コンセ
ンサス配列から乖離した弱いプロモーターの転写を向上させることがわかった。つまり
groE プロモーターで調べられた現象は全てのプロモーターに対して当てはまることが本プ
ロモーターライブラリーを用いることで明らかとなった。第二の所見として、σ32RNAP に
よって強く転写されるプロモーターは YWσ32RNAP によって同等もしくはより弱く転写さ
れることがわかった（図 26）。おそらくは melting が強化された代わりにプロモーター離れ
（promoter clearance）が悪化したことが原因ではないかと推測される。全プロモーター挙
動を見ることで、YWσ32 によって強いものが弱められ、弱いものが強められることが明ら
かとなった。σ32 レギュロンの一連のプロモーターは野生型σ32 によってドライブされる場
合には～100倍のレンジでの転写の強弱の幅を持つが（図23）、meltingが強化されたYWσ32
では僅か～20 倍の幅に収まってしまった。σ因子が melting における最適なアミノ酸残基
を有したときに、本来の強度での転写の制御から大きく外れてしまうことになる。このよ
うに、全プロモーター挙動を見ることでσ32が本来持つ非常に重要な性質が明らかとなった。 
 更に、σ32RNAP で活性が強かった 30 個のプロモーターと YWσ32RNAP で活性が強か
った 19 個のプロモーターの各モチーフの information content（第一章及び実線材料と実
験方法の章を参照; Schneider et al. 1986）を調べたところ、興味深いことがわかった（表
7）。YWσ32と野生型σ32で異なる嗜好性が見られたのは-35 モチーフであり、YWσ32はコン
センサスから離れた-35 配列を好むことがわかった（表 7）。おそらくは、野生型σ32では-35
配列が非常に重要な役割を果たしているのであろう。melting の能力がもともと低い野生型
σ32では、strand opening を行うためにできるだけ長い間σをプロモーターに結合させてお
く必要があり、おそらくは-35 のコンセンサス配列がσの解離（dissociation）の速度を遅ら
せる働きをしていると推測される。 
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図 23  σ32過剰発現時のσ32プロモーターの活性（GFP） 
σ32 によってドライブされるプロモーターの活性を GFP により定量。GFP に連結された全 50 種の E. coli
が持つσ32 のプロモーター（Nonaka et al. 2006）を使用した。LB 培地 32℃での培養における、σ32 発現
プラスミド pBK131 を保持するσ32 過剰発現株 CAG57101 を宿主に各プロモーターライブラリーを導入し
た派生株の対数期でのσ32プロモーターの発現強度を示した。100 µM の IPTG によりσ32の誘導を行った。
なお、CAG57101 株は rpoH 欠損により生育が非常に悪く、この生育阻害を回避するため染色体上に
PBAD-GroESL を保持させている。GroESL を発現させるため培養全行程で 0.1% L-(+)-アラビノースを添
加した。bar は 3 つの独立した実験の平均値を表し、error bar は 1 標準偏差を表す。実験材料と実験方法
に詳細を示した。 
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図 24  σ32過剰発現時のσ32プロモーターの活性値の比較（GFP 対 DNA microarray） 
σ32 によってドライブされるプロモーター活性の GFP による定量値と DNA microarray による定量値（発
現 ratio）（オペロンの場合には先頭の遺伝子）の比較。DNA microarray のデータは表 3 に、GFP のデー
タは図 23 に基づく。 
 
 
 
 
 
 
図 25  Region2.3 の melting に関わる 2 つの保存された芳香族アミノ酸の比較 
E. coli σ70、E. coli σ32、C. crescentus σ32 の Region2.3 と Region2.4 のアミノ酸配列のアラインメント。
赤字は housekeeping σと Group2 σで保存されている melting の機能に重要なアミノ酸残基。これらはα
プロテオバクテリアに属する C. crescentus の Group3 σであるσ32 でも保存されている。一方γプロテオバ
クテリアに属する E. coli のσ32 では保存されていない（青字）。 
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図 26  YWσ32によって活性化されるσ32プロモーター 
YWσ32 及び野生型σ32 によってドライブされるプロモーター活性の log2 の値を用いた比(Y 軸)と野生型σ32
によってドライブされるプロモーター活性(X 軸)の scatter plot。プロモーター強度は OD600 対 GFP 蛍光
値（RFU）のプロットの傾きにより計算、詳細は実験材料と実験方法を参照のこと。なお、野生型σ32 の
データは図 23 のデータに基づく。 
 
 
 
 
 
 
表 7  野生型σ32と YWσ32で優位なプロモーターにおける、各プロモーターエレメントの
比較（information content; bit） 
 
 
野生型σ32 と YWσ32 でのプロモーター活性の比較において、野生型でより活性が高かったもの（30 プロモ
ーター）と YWσ32 でより活性が高かったものの（19 プロモーター）、プロモーターモチーフの information 
content（bit）。計算方法は実験材料と実験方法に記載されている。各モチーフは以下の配列をカバーして
いる。UP エレメント：-60～-45、-35 モチーフ：-37～-31、スペーサー：-35 モチーフと-10 モチーフの
間、E-10：-15 と-16、-10 モチーフ：-14～-9。 
up -35 spacer E-10 -10
wt σ
32 3.5 8.3 2.1 2.2 6.3
YW σ
32 4.6 6.0 2.4 2.5 5.9
Promoter motifsPromoter more
active with
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3-3 まとめと考察 
本章では、網羅的なプロモーターとレギュロンの解明に引き続く研究の展開として、第
二章のσE の全プロモーターの挙動解析に倣いσ32の in vivo での全プロモーターの挙動解析
を行った。その結果、σ32のプロモーターが非常に大きな強度の幅（～100 倍のオーダーの
レンジ）を持つことがわかり、σ32 による HSR が非常に広範でダイナミックであることが
明らかとなった。また、古くから知られていたシャペロンやプロテアーゼ等のいわゆる hsp
の多くは強いプロモーターの部類に含まれ、こうしたタンパク質の恒常性維持がσ32の重要
な役割であることが再確認された。また、一方で新規σ32プロモーターの多くは弱い部類に
含まれることから、第一章での検討によりこれまで見つかりにくかったプロモーター及び
レギュロンが効率よく明らかになったことが確認された。そして、最後には、σ32の melting
の能力の低さが厳密なプロモーター認識を可能とし、また更にはダイナミックなレンジで
のレギュロンの発現にも寄与していることを明らかとした。こうしたプロモーターライブ
ラリーを用いた手法は、σ32のレギュロンを対象としたグローバルな視点での解析だけでは
なく、σ32そのもののσとしての性質を理解する上で非常に有用な手法であったと言える。 
本章での研究（及び関連する研究（Koo et al. 2009c））は alternative σによる限られた
数のプロモーターを厳密に認識し制御する機構を明らかとした点で非常に大きな成果と言
える。おそらくは、もともと 1 つから始まったσが、進化により分岐し、サブグループを形
成するようになったのであろう。それが housekeeping σ、σ70 であり、またその他の
alternative σといえる。この進化によって、様々な制御の下にあるσが特定の限られたプロ
モーターを認識するという遺伝子発現の重要な戦略が生み出されたのであろう。
housekeeping σは非常に多様なプロモーターを認識する（>1000）一方で、alternative σ
ははるかに厳格なプロモーター（配列やスペーシング）を要求することで高い選択性を獲
得したと考えられる。そして、一連の研究結果から、σによる melting と recognition の機
能のバランスがプロモーター認識の厳密性に重要な役割を果たしているとの新たな仮説を
導くに至った。 
σ32が最適ではない melting の能力を備えることには生理的な意義があると考えられる。
プロモーターとしての機能を持つためには最適な配置と配列を持つ必要があるが、一方で
コンセンサスがあればこそそこからの乖離によってプロモーター活性を弱めることができ
るということも重要な効果と言える。σが正しいレギュロンの転写にフォーカスして、近い
配列の別のプロモーターからの偶然の転写を防ぐことができることも、重要なことである。
σ32は最適ではない melting の能力を備えることで、限られた数のレギュロンを正しく認識
することを可能としたのであろう。また一方で、σ32は最適ではない melting の能力を備え
ることで広い発現のレンジを確保すことを可能にしたということも非常に重要なポイント
である。転写の開始におけるプロモーター認識と melting の 2 つのイベントは、原核生物
から真核生物まで全ての生命で保存された現象である（Decker and Hinton 2013）。バクテ
リアではσがこの 2 つのイベントを中心的に遂行する。そして、σによる認識と melting の
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機能のバランスがプロモーター認識の厳密性に重要な役割を果たしていることが示唆され
た。しかし、厳密性を求めるだけであれば、プロモーターの保存性とσによる認識によって
のみ制御することも可能のように思われる。なぜ melting の要素がプロモーターの厳密な
認識に関わるのであろうか？本研究において、melting の強化された YWσ32 がプロモータ
ーのダイナミックなレンジを損ねることが明らかとなったことは、そのヒントと言えるか
もしれない。つまり、プロモーターとσの認識だけでは強度の微妙な調節に限界があり、
melting の能力を利用することはじめて強弱に大きな幅を持たせることが可能になるのか
もしれない。こうした melting を利用したσ32の転写の戦略は制御対象と発現強度の厳密な
制御の点で、HSR という瞬時のフォーカスされた応答のためによく適合しているのであろ
う。 
最適ではない melting の能力を持つことで厳格な recognition を獲得するσの戦略は、σ
の種そして生物種を超えて見られる。Carol Gross 研究室における研究では、σ32だけでは
なく、同じ E. coli の Group3 のσであり鞭毛の合成に関与するσ28においても同様の解析を
行い同様の結論を得ている（Koo et al. 2009c）。σ28による鞭毛の合成は進化上はるか昔に
分岐した Gram-negative と Gram-positive の両方のバクテリアで保存されており、そして
σ28 によって認識されるコンセンサス配列も変わらず保存されている。σ28 が持つ melting
の性質もおそらく保存されているのであろう。E. coli やその他のγ/β-プロテオバクテリアの
σ32においては E-10（extended -10）の依存度が非常に高く、σ3の Region3.0 にある保存
されたアミノ酸残基（K130）が配列の認識に重要であることがわかっている（Koo et al. 
2009a）。一方で、α/δ/ε-プロテオバクテリアでは E-10 の依存度は極めて低く（もしくは完
全に依存しない）、またσ3の 130 番目のアミノ酸残基もリジン（K）ではなくアラニン、セ
リン、グルタミンである（Green and Donohue 2006; McGrath et al. 2007; Koo et al. 
2009a）。おそらくは、同じプロテオバクテリアの中でもγ/β-プロテオバクテリアとα/δ/ε-プ
ロテオバクテリアでは melting の能力が異なるのであろう。例えば、α-プロテオバクテリ
アに属する Caulobactor crescentus では E. coli のコア RNAP を導入した場合にもσ32プロ
モーターの E-10 の依存度は極めて低かったことから（Koo et al. 2009a）、σ32そのものが
プロモーター認識の厳密さをもたらしていると言える。そして、C. crescentus σ32 の
Region2.3 の melting に重要な 2 つのアミノ酸残基（σ70の Y430 及び W433 に相当する）
はσ70型であることから、C. crescentus のσ32は melting の能力が高いために E-10 の依存
性が低いのであろう。α-プロテオバクテリアのσ32 はしばしば熱ショックへの応答だけでは
なく他の機能も同時に持っている。例えば、Myxococcus xanthus における形態変化や（Ueki 
and Inoue 2001）、C. crescentus における重金属ショック応答等の別のストレスに対する
応答などである（McGrath et al. 2007）。更にσ32の最も重要なレギュロンメンバーである
groEL（Kusukawa and Yura 1988）はα-プロテオバクテリアでは別の機構の制御を受ける
ことが知られている（Yura and Nakahigashi 1999）。このように、α-プロテオバクテリア
のσ32はγ-プロテオバクテリアσ32と異なり、厳密な制御を放棄する代わりにより多くの遺伝
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子の転写を行うと考えられる。Group4 のσもまた、Region2.3 において housekeeping σと
大きく異なる。melting の機能を弱めることは、多くの alternative σにとってプロモータ
ー認識を確かにするための戦略なのだろう。 
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終章 総括と討論 
本研究では、E. coli の alternative σを中心に、様々な角度からの検証を行った。
alternative σの生理的な意義を解明すべくレギュロン遺伝子全貌の解析に始まり、次には
alternative σのプロモーターがどのようにレギュロンの遺伝子発現というアウトプットに
寄与しているかをプロモーターの側から解明、更には alternative σによる厳密かつダイナ
ミックなレギュロン制御のメカニズムをプロモーター認識というσの側からの視点で解明
した。「レギュロン」「プロモーター」「σのプロモーター認識」という3つの視点から E. coli
の alternative σと HSR の解析を行い、その理解を大きく前進させた。 
第一章では、細胞質の HSR で中心的な役割を担うσ32 を扱った。σ32 のレギュロンメン
バーを網羅的に解明することを目的とした。microarray を用いた global な遺伝子抽出の手
法とプロモーターを推定するためのバイオインフォマティックスの手法、そして全プロモ
ーターを検証すべく転写開始点のマッピング及び in vitro 転写、これらを組み合わせること
で網羅的かつ高い精度でσ32のレギュロンメンバーのほぼ全て（と推測される）を明らかと
した。その結果、σ32 は約 50 個のプロモーター、約 90 個の遺伝子を支配下に置き、その
HSR はこれまでに知られていたよりもはるかに広範な細胞内プロセス、そしてタンパク質
の保護に及ぶことが明らかとなった。また、序章で述べた Carol Gross 研究室での研究にお
いては、ペリプラズムの HSR で中心的な役割を担うσE に対しても、同様の手法によって網
羅的なレギュロンの解明を達成した（Rhodius et al. 2006）。こうした一連の研究は、ある
特定の alternative σのレギュロンの全貌とそこから明らかになる生理的な役割の全貌を見
たという意味で非常に大きな成果と言える。また、σ32 とσE という HSR の主役を通じて
HSR の全貌が見えたことも大きい。 
第二章では、σE のプロモーターを扱った。先行研究で明らかとなった約 60 個（E. coli
及び近縁種）の全σE プロモーター（Rhodius et al. 2006）の発現挙動をレポーターにより
解析した。その結果、σEのレギュロンの挙動は予想以上にダイナミックなレンジ（~100 倍
のオーダーでのレンジ）をもっていること、そしてごく少数の非常に強いプロモーターと
大半の弱いプロモーターから構成されていることがわかった。興味深いことに、強いプロ
モーターは転写調節因子やポーリンの恒常性維持に関わるものであり、E. coli とその近縁
種でよく保存されているものであった。更にはσE プロモーターが ppGpp やプロモーター上
流の UP エレメントの影響を受け、そしてσE ホロ酵素の細胞内レベルに応じた複雑な制御
を受けていることが明らかとなった。ある特定の alternative σレギュロンの全セットでの
挙動を調べた貴重な報告であるばかりでなく、随時変わる環境への適応のためのσE レギュ
ロン全体がもつダイナミックな応答の様式を垣間見た点でも重要な知見と言える。
alternative σの全プロモーターが明らかとなった後の研究の展開のとして、本研究で示した
手法は非常に有意義であると言える。 
第三章では、網羅的なプロモーターとレギュロンの解明に引き続く研究の展開として、
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第二章のσE の全プロモーターの挙動解析に倣いσ32の in vivo での全プロモーターの挙動解
析を行った。その結果、σ32のプロモーターもσE に劣らず非常にダイナミックなレンジでの
挙動を示し（～100 倍のオーダーのレンジ）、σ32による広範でダイナミックな HSR が明ら
かとなった。そして、シャペロンやプロテアーゼ等のいわゆる古典的な hsp は強いプロモ
ーターの部類に含まれ、タンパク質の恒常性維持がσ32の最も重要な役割の一つであること
が再確認された。また、一方で本研究により見いだされた新規σ32プロモーターの多くは弱
い部類に含まれることから、第一章での検討によりこれまで隠れていたプロモーターとレ
ギュロンが効率よく明らかとなったことが確認された。そして、更には、σ32 の本来持つ
melting の能力の低さが厳密なプロモーター認識を可能とし、またダイナミックなレンジで
のレギュロンの発現にも寄与していることを明らかとした。1000 もの遺伝子の発現を司る
housekeeping σとは異なり、alternative σはσ自身のこうした melting 能力を巧みに利用し
た戦略により、環境に応じた特定の限られた小数のセットから成る遺伝子の発現を可能に
していると考えられる。 
研究全体を通して、網羅的なσのプロモーターの発見と、その後の網羅的なプロモーター
解析の展開が非常に多くの知見をもたらすことが示された。本研究での一連の手法はσを解
明する上で非常に有用であったと言える。 
 
今後の展開の可能性について以下に述べる。σ32 依存プロモーター及びσ32 レギュロンの
研究の今後の展開のためには、σE に関する研究（Rhodius et al. 2006）が非常に参考とな
る。このσE の研究においては、本論文で取り扱ったσ32と同じ手法により網羅的なプロモー
ターとレギュロンの解明をまず行い、これによって明らかとなった多数のσE 依存のプロモ
ーターの情報からプロモーターのモデリング（PWM（position weight matrix）によるプ
ロモーターのスコア化）を行った。そして、この PWM を用いて E. coli K-12 株のゲノムを
検索することで、生化学的な実験での同定に漏れた更に複数のプロモーターを突き止める
ことができ、網羅性を高めることができたのである。本研究でσ32にて用いた一連の手法で
は、ORF 上流の制御領域に存在するプロモーターを見出すことはできるが、ORF 以外の領
域や ORF 内に存在するプロモーターを見つけることは難しい。興味深いことに、σE におけ
る PWM による検索では多数の ORF 内外のσE プロモーターの候補が見いだされ、これら
のいくつかは sRNA をコードしていることが後に明らかとなっている（Papenfort et al. 
2006; Gogol et al. 2011; Guo et al. 2014）。また、PWM を用い近縁種のゲノムを検索する
ことで、種を超えたσE レギュロンの網羅的な解明と種間の比較を可能とした。こうした展
開をσ32でも実現できれば、E. coli におけるσ32レギュロンの網羅性を更に高め、またσ32の
種を超えて保存された機能や種特異的な機能を知ることができる。更には、σE においては
PWMをべーすとしたUPエレメントまでを含むプロモーター強度のモデリングにも成功し
ている（Rhodius et al. 2012）。一方で、σが異なればモデリングの難易度も大きく異なる。
実際にσE で行ったモデリングをそのままσ32に当てはめることは困難であった（V. Rhodius
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私信）。その一つの原因として、UP エレメントの存在、その他の明らかとなっていないモ
チーフやモチーフ間のスペーサーなど未知の要素の存在等が考えられる。第一章の解析か
らσ32プロモーターには種々の UP エレメントのパターンが存在することが示唆され、また
第二章の研究からは UP エレメントが転写に与える影響の大きさがうかがわれた。-10、-35
と言ったコアモチーフのモデリングだけではおそらく不十分であり、UP エレメント の正
確な把握とモデリングが必要なのであろう。スペーシングやスペーサー内の塩基によって
もたらされるDNAの 3次元構造もまたPWMでは全く表現できない要素である。こうした、
UP エレメントやその他の要素を解明し、数式化することがσ32 の完全なモデリングには求
められるのであろう。 
alternative σのプロモーターを網羅的に取り扱う過程で、複数のσによるプロモーターの
オーバラップのケースが多数見られた。σ32では、これまでに知られていた rrnBP1 プロモ
ーターに加え新たに 5 つのσ32 プロモーターがσ70 プロモーターとオーバーラップしている
ことが明らかとなった。また、σE においても全 60 個のσE プロモーターの中の 9 プロモー
ターにおいてσE 非依存の活性が検出され、おそらくは他のσによる活性が存在するものと推
測された。これまでに報告されているプロモーターのオーバーラップの例は乏しく
（Newlands et al. 1993; Dominguez-Cuevas et al. 2005）、偶然であるのかあるいは何らか
の生理的意義を伴うのか完全には明らかとはなっていない。本研究で相当数のケースが確
認されたことから考えると、プロモーターのオーバラップには何らかの生理的意義があり、
細胞内でしばしば起こっている現象なのかもしれない。最近明らかとなった clr 遺伝子にお
けるσ70 とσ54 によるプロモーターのオーバーラップを利用した発現制御の機構は非常に興
味深い（Zafar et al. 2014）。σ54による転写の開始点はσ70による転写の開始点と 13 nt ほ
どずれており、これによりσ54はリボゾーム結合領域を含まない mRNA（翻訳されない RNA）
を作る。プロモーターへの結合はσ54とσ70で競合するため、こうしてσ70による “functional”
な mRNA の転写がσ54 に抑制されるのである。オーバーラッププロモーターの機能に関す
る報告は clr プロモーターが初めてであろう。σによって最適なプロモーター配列が異なり、
σによって UP エレメントの利用の度合いが異なり、また状況に応じて活性化したσの量が
異なり、そして複数のσが絶えずフリーなコア RNAP を巡って競合していることを考える
と、プロモーターをオーバーラップさせることで何かを巧みにコントロールしている可能
性は十分考えられる。こうした観点での研究にも今後期待がもたれる。 
 
バクテリアは長年の進化の過程で、様々なタイプのσを生み出し利用するようになった。
あるバクテリアはσ70とσ54の両タイプを保有し、またあるバクテリアはσ70ファミリーだけ
を保有する。保有するσ70 ファミリーσの数においても 1（Mycoplasma sp.）から 60（S. 
coelicolor）まで多様である。複雑で多様なライフサイクル、そしてその過程で受ける様々
な形態変化や環境変化、そしてストレスに対応する巧みなメカニズムをσが担っているので
ある。E. coli には 7 つのσが存在する。本研究では、このモデル生物でもある E. coli を主
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に取扱い、様々なレベルでのσが持つ巧みなメカニズムを明らかとした。複数のσがどのよ
うに RNAP を共有し、プロモーターのネットワークを調節し、協奏しているのか、今後の
更なる研究の進展に期待が持たれる。 
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